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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
GSO gensko spremenjen organizem 
C citozin 
CFU enote, ki tvorijo kolonije (angl. colony forming units) 
CSL koruzna omakalna vodica 
ddH2O dvakrat destilirana voda 
dH2O destilirana voda 
DMSO dimetil sulfoksid 
ESX sekrecijski sistem tipa VII (angl.  type VII secretion system) 
G gvanin 
GM-CSF granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor (angl. 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 
GOGAT glutamat:2-okoglutarat transaminaza 
GRAS splošno priznan kot varen (angl. generally regarded as safe) 
GS glutamat sintetaza 
IFN-α2 interferon α2 (angl. interferon α2) 
IL-1β interlevkin 1β (angl. interleukin 1β) 
IP6 mio-inozitol heksakis-dihidrogen fosfat 
KV koeficient variacije 
Mbp mega bazni par 
NC-IUBMM   Komite za nomenklaturo mednarodnega združenja za biokemijo in 
molekularno biologijo (ang. Nomenclature Committee of the 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) 
PEP fosfoenol piruvat 
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Pi anorganski fosfor 
Psp proteina fagnega šoka (angl. protein phage shock) 
SD standardni odklon 
Sec sekretorna pot (ang. secretion pathway) 
SP signalni protein 
SPaze signalne peptidaze   
Tat tvin-arginin translokacijska pota (angl. twin-arginine translocation) 
TNF-α tumor nekrozni faktor α (angl. tumor necrosis factor α) 
tRNA prenašalna RNA (angl. transfer RNA) 
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1 UVOD 
 
Rekombinantni proteini so postali nepogrešljivo orodje v akademskih raziskavah in so 
ključna komponenta v različnih industrijskih panogah, od kmetijstva do medicine. Za 
produkcijo rekombinantnih proteinov se uporabljajo različni gostiteljski sistemi, izbrani na 
podlagi stroškov, produktivnosti, možnosti razvoja, postopkov izolacije, glikozilacije ipd. 
(Soetaert in sod., 2010). Glavnino industrijskih encimov se proizvede s pomočjo gensko 
spremenjenih organizmov (GSO), kjer prevladujejo Escherichia coli, Bacillus subtilis, 
Pishia pastoris, Saccharomyces cerevisiae in Aspergilus sp. (Demian in Vaishnav, 2009). 
Pomembna prednost Gram pozitivnih bakterij, kamor sodijo tudi streptomicete, je odsotnost 
zunanje membrane in izločanje sintetiziranih proteinov v gojišče, zaradi česar so zanimivi 
potencialni gostiteljski sistemi (Anne in sod., 2014). 
 
Bakterije rodu Streptomyces so dobro okarakterizirane producentke antibiotikov, hkrati pa 
proizvajajo protirakave, protiglivne, protiparazitske in citostatične spojine. Večinoma jih 
najdemo v tleh, kjer imajo zaradi izločanja  hidrolitičnih encimov  pomembno vlogo pri 
kroženju ogljika in dušika (Barka in sod., 2016). Streptomyces rimosus je ena od najbolje 
preučenih industrijskih streptomicet, predvsem zaradi produkcije oksitetraciklina (Petković 
in sod., 2006). S. rimosus je nepatogen gostitelj s statusom GRAS (splošno priznan kot 
varen), ki se ga enostavno transformira in izloča proteine iz celice v gojišče. Obstajajo dobro 
razvita genetska orodja za manipulacijo S. rimosus, prav tako pa so poznani proizvodni 
bioprocesi (Vrancken in Anné, 2009; Magdevska, 2011). Vse te prednosti uvrščajo S. 
rimosus med potencialno zanimive gostitelje za produkcijo heterolognih proteinov 
komercialne vrednosti. 
 
Fitaza je fosfohidrolitični encim, ki odstranjuje fosfatne skupine iz fitinske kisline in se zato 
komercialno uporablja kot dodatek v krmi monogastričnih živali, saj izboljša prebavljivost 
fosforja (Lei in sod., 2003).  Z učinkovitim celotnim biosinteznim procesom bi lahko z 
rekombinantno produkcijo  fitaze v S. rimosus ponudili ekonomsko ugodnejšo produkcijo 
encima. 
 
Dosedanji bioprocesni postopki gojenja S. rimosus so predvsem prilagojeni izražanju 
antibiotikov in bi jih bilo potrebno prilagoditi ter optimizirati za heterologno produkcijo 
encimov v S. rimosus. Za doseganje učinkovite rekombinantne produkcije encima v S. 
rimosus je potrebno tudi prilagoditi sestavo gojišča. Sestava trenutno uporabljenega 
produkcijskega gojišča je optimalna za industrijsko produkcijo oksitetraciklina. Izbira 
ustreznih komponent gojišča, ki so cenovno sprejemljive in nudijo maksimalni izkoristek 
vsakega grama substrata je nujna, saj je 30–40 % produkcijskih stroškov namenjenih gojišču 
(Bejestani in sod., 2009). 
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1.1 NAMEN DELA 
 
V okviru magistrskega dela smo želeli optimizirati produkcijo heterolognega hidrolitičnega 
encima fitaze v S. rimosus. Produktivnost smo želeli dvigniti z optimizacijo produkcijskega 
gojišča, in sicer s spremembo razmerja med vsebnostjo sojine moke in škroba, z dodatnimi 
viri ogljika in dušika, ter optimizacijo mikroelementov ter makroelementov. Cilj magistrske 
naloge je bila priprava optimalnega gojišča za heterologno produkcijo fitaze v S. rimosus. 
1.2 HIPOTEZE 
 
Pred začetkom dela smo si zastavili spodnje hipoteze:  
 Za optimalno produkcijo fitaze v S. rimosus je pomembna koncentracija virov ogljika 
in dušika, ter njuno razmerje v gojišču. 
 Izbor vira ogljika in vira dušika v produkcijskem gojišču ima pomemben vpliv na 
heterologno produkcijo fitaze v S. rimosus. 
 Izbor virov mineralov in njihovo razmerje v produkcijskem gojišču vpliva na 
produkcijo fitaze v S. rimosus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Slemc L. Optimizacija biosinteze rekombinantne fitaze v bakteriji Streptomyces rimosus.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
3 
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZNAČILNOSTI BAKTERIJ Streptomyces 
 
Streptomicete razvrščamo v razred Actinobacteria, Gram pozitivne bakterije z visoko 
vsebnostjo gvanina (G) in citozina (C) (Korn-Wendisch in Kutzner, 1992). So filamentozne, 
aerobne bakterije, za katere je značilna rast razvejanega micelija (Barka in sod., 2016; 
Dworkin in sod., 2006). Pred 70-imi leti je bil streptomicin prvi odkriti antibiotik, ki ga 
producirajo bekterije iz rodu Streptomyces in od takrat naprej predstavlja omenjeni rod bogat 
vir raznolikih spojin (Schrempf, 2006). Aktinomicete proizvajajo širok spekter sekundarnih 
metabolitov kot so protirakave, protiglivne, protiparazitske, citostatične spojine ter 
predvsem antibiotike. Približno 2/3 vseh antibiotikov v klinični uporabi, ki izhajajo iz 
naravnih struktur so proizvod bakterij iz debla Actinobacteria (Barka in sod., 2016; Dworkin 
in sod., 2006; Schrempf, 2006). Streptomicete so producentke kemijsko zelo raznolikih 
metabolitov; sem spadajo poliketidi, terpeni, laktami, aminoglikozidi in neribosomalni 
peptidi (Berdy, 2005). Več kot 4000 spojin iz več kot 2500 sevov rodu Streptomyces je 
dostopnih v spletni bazi StreptomeDB (Klementz in sod., 2016).  
2.1.2 Taksonomija Streptomyces sp. 
 
Razred aktinobakterij sestavljajo fiziološko in morfološko raznoliki ter industrijsko, 
kmetijsko in medicinsko pomembni redovi Bifidobacterium, Corynebacterium, 
Mycobacterium, Nocardia, Leifsonia, Frankia in Streptomyces (Ventura in sod., 2007). Od 
drugih aktinomicet se streptomicete ločijo glede na tip celične stene, okarakterizirano kot 
Tip I senus, za katero je značilna prisotnost LL-diaminopimelične kisline in glicina, 
muramični ostanki peptidoglikana so acetilirani in odsotnost karakterističnih sladkorjev 
(Anderson and Wellington, 2001; Kämpfer, 2005). Taksonomske študije navajajo prisotnost 
več kot 800 različnih vrst rodu Streptomyces (Goodfellow in sod., 1990; Garrity in sod., 
2007). 
 
Taksonomska uvrstitev Streptomyces rimosus (Uniprot, 2016): 
 
Kraljestvo: Bacteria 
  Deblo: Firmicutes 
    Razred: Actinobacteria 
      Podrazred: Actinobacteridae 
        Red: Actinomycetales 
          Podred: Streptomycineae 
           Družina: Streptomycetaceae 
              Rod: Streptomyces 
                 Vrsta: S.rimosus 
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2.1.3 Morfologija Streptomyces sp. 
Za streptomicete je značilna filamentozna rast in morfološka podobnost življenjskega cikla 
z glivami. Tvorijo kompleksen substratni micelij, ki omogoča nastanek in zorenje spor. V 
zgodnji fazi vegetativne rasti se iz kalečih spor razvijejo filamenti, ki imajo pogosto več 
jeder. Prepleten filament tvori substratni micelij, ki se razrašča po površini in notranjosti 
gojišča. Pomanjkanje hranil sproži nastanek zračnega micelija. Na koncih zračnih 
filamentov sinhrono s prostorskim ločevanjem pride do delitve kromosomov v sporoforih, 
kjer nato dozorijo spore. Spore so semi-dormantno stanje in omogočajo preživetje dolgega 
obdobja brez hranil in z malo dostopne vode (Anderson in Wellington, 2001; Kiser in sod., 
2008; Schrempf, 2006). 
 
2.1.4 Ekologija Streptomyces sp. 
 
Streptomicete so saprofitske bakterije in jih najpogosteje najdemo v tleh (104–107 CFU/g 
tal) (Schrempf, 2006). Nekatere vrste streptomicet tudi kolonizirajo rizosfero ali pa so 
patogeni rastlin ali živali (Challis and Hopwood, 2003). Večina streptomicet je mezofilnih, 
z  optimalnim temperaturnim območjem 25–35°C ter optimalnim pH območjem 6,8–8 
(Dworkin in sod., 2006). V talnem habitatu so pomembni razkrojevalci različnih virov 
ogljika, dušika in fosforja. To jim omogoča reguliran sistem za katabolizem in učinkovit 
sistem izločanja hidrolitičnih encimov. Zunajcelični encimi  kot so proteaze, hitinaze in 
celulaze omogočajo razgradnjo kompleksnih substratov in interakcijo z drugimi organizmi 
(Charter in sod., 2010; Challis in Hopwood, 2003).  Pomembno vlogo imajo tudi pri 
razgradnji toksičnih spojin (Schrempf, 2006).  
 
2.1.5 Genom Streptomyces sp. 
 
Čeprav imajo nekatere aktinomicete krožen kromosom, je za streptomicete značilen linearen 
kromosom, velik med 8 in 10 Mb. Delež nukleotidov G+C znaša med 70–74 %. Poleg 
linearnega kromosoma vsebujejo tudi linearne ali krožne plazmide (Dyson, 2011; Kieser in 
sod., 2000). Linearni kromosom lahko razdelimo glede na pozicijo genov. V osrednji regiji 
ali jedru kromosoma se nahaja zapis za vse proteine vključene v podvajanje, transkripcijo in 
translacijo  ter za primarni metabolizem. Na levi in desni roki kromosoma najdemo gene, ki 
so udeleženi v sekundarnem metabolizmu in gene za katabolizem alternativnih virov hranil. 
Na obeh rokah kromosoma prihaja do genetskih izmenjav, pridobivanja ali izgube genskih 
segmentov (Dyson, 2011;  Donadio in sod., 2002). Analiza zaporedja genomov različnih vrst 
streptomicet je pokazala prisotnost večjega število genov, ki so vključeni v transport in 
razgradnjo ogljika (Geertje in sod., 2011). Celotne genomske sekvence so dostopne za S. 
coelicolor A3(2) (Bentley in sod., 2002), S. avermitilis (Omura in sod., 2001), S. lividans 
TK2 (Ruckert in sod., 2015), S. rimosus R6-500 (Baranasic in sod., 2014), S. rimosus ATCC 
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10970 (Pethick in sod., 2013) in še za številne druge vrste Streptomyces sp.(Deng in sod., 
2015; Ortsein in sod., 205; Thibessard in sod., 2015).  
2.1.6 Metabolizem Streptomyces sp. 
 
Streptomicete so kemoorganotrofni organizmi z oksidativnim metabolizmom (Kämpfer, 
2005). Katabolizem glukoze v večini streptomicet poteka po Embdn-Meyerhof-Parnas poti 
(glikoliza) (Cocharne, 1961). Sladkorji vstopijo v celico in so nato fosforilirani s 
specifičnimi kinazami. Fosfoenolpiruvat–piruvat-oksalacetat je                                                                                                                                                                                                                                    
glavno vozlišče centralnega metabolizma ogljika v vseh organizmih, saj povezuje glikolizo, 
glukoneogenezo in TCA cikel, vendar pri streptomicetah še ni v celoti preučeno (Hiltner in 
sod., 2015).  
 
Glavni poti za asimilacijo dušika sta glutamat sintetaza (GS) in glutamat:2-oksoglutarat 
transaminaza (GOGAT). Večina aminokislin je kataboliziranih kot pri ostalih bakterijah, 
izjema je le arginin. Sinteza aminokislin prav tako poteka kot pri ostalih bakterijah, z 
nekaterimi manjšimi spremembami. Glavna razlika med streptomicetami in drugimi 
enterobakterijami in bacili je odsotnost regulacije sinteze aminokislin z atenuacijo (Kieser 
in sod., 2000). Večina encimov vključenih v biosintezo aminokislin se izraža stalno na zelo 
nizki ravni (Hood in sod., 1992).  
2.2 IZRAŽANJE REKOMBINANTNIH ENCIMOV 
 
Vsak heterologen protein je unikaten ter ima svojo končno vlogo, zaradi česar je to potrebno 
upoštevati že v fazi izbire sistema za izražanje, ki najbolj ustreza končnemu produktu 
(Priloga A). Rekombinantni encimi  so pomembni v medicini, diagnostiki, agronomiji, 
živilstvu, papirni, kemijsi in tekstilni industriji ter v industriji plastike (Demain in Paishnac, 
2009; Sanchez in Demain, 2012). Za doseganje visokega donosa rekombinantnega 
industrijskega encima se navadno izbere filogenetsko soroden sev organizmu, iz katerega 
izhaja zapis za želeni encim (Ratledge in Kristiansen, 2006). V splošnem se sevi Bacillus 
uporabljajo za produkcijo proteaz in amilaz in sevi Streptomyces za izražanje glukoza 
izomeraze. Med glivnimi gostiteljskimi sevi prevladujejo sevi rodov Aspergillus in 
Trichoderma. Manj pogosto pa se za produkcijo encimov uporabljajo kvasovke 
(Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis) (Soetaert in Vandamme, 2010). Encime, 
ki se uporabljajo v diagnostiki ali v medicini, se izraža v E. coli, kvasovkah, celicah insektov 
in sesalskih celicah (Assenberg in sod., 2013; Ratledge in Kristiansen, 2006). 
 
Za produkcijo nekaterih industrijskih encimov se uporablja tudi gostiteljske organizme iz  
rodu Streptomyces. Za biosintezo glukoza izomeraze za proizvodnjo fruktozno-glukoznega 
sirupa se uporablja S. olivaceus, S. olivochromogenes, S. rubigenosus in S. murinus. 
Transglutaminaza iz S. mobaraensis se uporablja za izboljšanje kakovosti mesnih in ribjih 
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produktov (Anne in sod., 2014).  S. lividans, S. viridosporus in S. thermoviolaceus  izločajo 
ksilanazo, ki se uporablja pri razgradnji lignoceluloze za produkcijo bioetanola in v industriji 
krme (Hurtubise in sod., 1995; Ramachandra in sod., 1987). 
2.3 PRODUKCIJA HETEROLOGNIH PROTEINOV V Streptomyces sp. 
 
2.3.1 Prednosti in slabosti gostiteljskih sevov rodu Streptomyces sp. 
 
V začetku 90-ih se je pričelo intenzivno preučevanje streptomicet za heterologno produkcijo 
(Brawner, 1994). Številne lastnosti uvrščajo Streptomyces sp. med zanimive potencialne 
gostiteljske sisteme za izražanje in izločanje heterolognih proteinov (Yamada in sod., 2015). 
V zadnjih nekaj desetletjih je bil narejen očiten napredek, saj so razvita skoraj vsa genetska 
orodja, ki omogočajo manipulacijo in uporabo molekularnih tehnik pri razvoju streptomicet 
kot gostiteljskega seva (Vrancken in Anne, 2009). Prednost uporabe streptomicet za 
heterologno produkcijo je izločanje in izražanje pravilno zvitih proteinov (Brawner, 1994). 
Signalne sekvence proteinov omogočajo prehod proteinov iz celice v gojišče, kar zmanjša 
število potrebnih zaključnih postopkov izolacije (Vrancken in Anne, 2009). Večina sevov 
Streptomyces sp. je nepatogenih in številni industrijski sevi imajo status GRAS (Binnie in 
sod., 1997). 
 
Najbolje okarakterizirana streptomiceta je modelni organizem S. coelicolor A3(2), vendar 
se zaradi zelo močnih restrikcijskih sistemov ne uporablja za heterologno produkcijo 
proteinov. S. lividans je bolj primeren gostiteljski sev, saj ima zelo nizko endonukleazno in 
proteolitično aktivnost (Binnie in sod., 1997). Izmed industrijskih streptomicet je najbolje 
opisana S. rimosus z dobro poznano genetiko in hitro rastjo v bioreaktorjih (Petković in sod., 
2006). Iz dolgoletne produkcije antibiotikov v sevih iz rodu Streptomyces je možno prevzeti 
osnovna načela gojenja v velikem merilu (Brawner, 1994). Na primernost streptomicet kot 
gostiteljskega sistema kaže zmožnost produkcije visoke količine biomase in produkta tekom 
bioprocesa (Binnie in sod., 1997). Vendar pa med visoko tonažno produkcijo v bioreaktorjih 
pride do tvorbe micelija in pogosto tudi formiranja peletov, ki omejijo homogen prenos 
kisika in hranil v notranjost skupkov (Bushell, 1988). Znanih je že več močnih konstitutivnih 
promotorjev. Za industrijsko produkcijo so bolj zaželeni inducibilni promotorji, vendar so 
za streptomicete redki in delujejo le v določenih sevih (Vrancken in Anne, 2009). Zaradi 
visoke vsebnosti G+C baz in drugačnega nabora nabitih tRNA (prenašalna RNA) molekul 
za namen heterologne produkcije potrebno prilagoditi sekvence kodonov (Vrancken in 
Anne, 2009). Negativen vpliv na visoko produktivnost imajo lahko tudi ekstracelularne 
proteaze, ki lahko razgradijo rekombinanti protein (Fornwald in sod., 1993).  
 
Nekatere študije so pokazale, da lahko v sevih rodov Streptomyces učinkovito proizvajajo 
heterologne proteine, ki se ne izražajo v E. coli ali B. subtilis (Posta in sod., 2004; Sianidis 
in sod., 2006). Med vsemi sevi Streptomyces prevladuje heterologna ekspresija predvsem v  
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S. lividans (Preglednica 1). V S. lividans so izrazili številne prokariontske (agaraza, a-
amilaza, endoglukonaza, neuroamidaza …) in evkariontske (interferon α2 (IFN-α2), 
interlevkin 1β (IL-1β), tumor nekrozni faktor α (TNF-α) ...) proteine (Anne in Van Mellaert, 
1993; Binnie in sod., 1997).  Heterologno proizvedeni humani granulocitno-makrofagne 
kolonije stimulirajoči faktor (GM-CSF)  v S. lividans je uspešno prestal klinično fazo III 
(LeucotropinTM) (Vrancken in Anne, 2009). 
 
Preglednica 1: Nekaj primerov heterologno izraženih proteinov v S. lividans 
Protein Izvorni organizem Referenca 
agaraza S. coelicolor A3(2) Kendall in Cullum (1984)  
α-amilaza Streptomyces griseus IMRU3570 Vigal in sod. (1991) 
β-laktamaza Streptomyces cacaoi Lenzini in sod. (1987) 
esteraza Streptomyces scabies Hale in sod. (1992) 
celulaza Thermomonospora fusca Jung in sod. (1993) 
Interlevkin-1 Escherichia coli Lichenstein in sod. (1988) 
hirudin Hirudo medicinalis Bender in sod. (1990) 
Interferon-1α človek Noack in sod. (1988) 
Interlevkin-1 človek Lichenstein in sod. (1988) 
T-celični receptor CD4 človeške T celice Fornwald in sod. (1993) 
 
Poleg S. lividans se preučuje izražanje rekombinantnih proteinov tudi v drugih Streptomyces 
sevih: S. galbus DSM 40480, Streptomyces sp. M097, S. rimosus, S. avermitilis in S. 
venezuelae. V S. galbus DSM 40480 so z različnimi pristopi dosegli višjo koncentracijo 
rekombinantne proteaze kot v S. lividans (Piepersberg in sod., 1997). V morskem izolatu 
Streptomyces sp. M097 so uspešno izrazili peptid alofikokianin (Hou in sod., 2006). Sev S. 
rimosus je primeren gostitelj za heterologno izražanje encima fitaza (Magdevska, 2011). Z 
vnosom genske gruče za sekundaren metabolit v sev S. avermitilis so pokazali primernost 
seva za rekombinanto produkcijo. S pristopi molekularne biologije so z delecijo 
neesencialnih genov minimalizirali genom S. avermitilis in s tem dosegli višjo produkcijo 
eksogenega produkta (Komatsu in sod., 2013). Za produkcijo bisabolena so uporabili S. 
venezuelae, ki se nato z enim kemijskim korakom pretvori v biogorivo bisabolan (Phelan in 
sod., 2015). 
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2.3.2 Izločanje proteinov 
 
Streptomicete izločajo nativne proteine v okolje po sekretorni poti (Sec ang. secretion 
pathway) ali twin-arginin translokacijski poti (Tat ang. twin-arginine translocation 
pathway). Kot pri drugih aktinomicetah se za izločanje proteinov lahko uporablja tudi 
sekrecijski sistem tipa VII (ESX angl.  type VII secretion system) (Anne in sod., 2014).  
 
Slika 1: Shematski prikaz Sec (a) in Tat (b) sekretornih sistemov (Anne in sod., 2012) 
Pri poti Sec in Tat se proteini sintetizirajo kot preproteini, ki imajo N-terminalne hidrofobne 
signalne proteine (SP), ki ga sestavlja pozitivno nabito N-domeno in daljšo hidrofobno H-
domeno. Na C-terminalnem delu preproteina so tri signalne aminokisline, ki so prepoznavno 
mesto za signalne peptidaze  (SPaze) (Choo and Ranganathan, 2008). Proteini, ki se izločajo 
po ESX-1  poti, ne vsebujejo signalnega peptida, le sedem aminokislin na C-terminalnem 
delu, ki predstavlja signal za izločanje (Dalek in sod., 2012).  
 
Glavna pot izločanja proteinov pri streptomicetah je pot Sec. Kompleks je sestavljen iz Sec 
translokaz (SecY, SecE, SecG, YajC), membranskih proteinov za izločanje (SecF, SecD) in  
komponente na notranji strani membrane (YidC). Preproteini, ki prehajajo po Sec poti so v 
citoplazmi v nezviti obliki in pri prehodu skozi membrano dosežejo svojo nativno 
konformacijo (Cruz-Morales in sod., 2013; Anne in sod., 2014). Ko se preprotein veže na 
translokazo, ATPazni motor omogoči prenos skozi membrano. Po translokaciji signalna 
peptidaza odstrani signalni peptid (Anne in sod., 2012).  
 
Pot Tat omogoča izločanje končno zvitih proteinov skozi citoplazemsko membrano, energijo 
za prehod pa pridobiva s pomočjo membranskega potenciala. Ključne komponente te poti 
so proteini TatA, TatB, TatC (Schaerlaekens in sod., 2004).  
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ESX pot je pri patogenih mikroorganizmih udeležena pri izločanju virulenčnih dejavnikov. 
Biološka vloga te poti pri streptomicetah še ni poznana in je v fazi odkrivanja (Anne in sod., 
2014). 
2.3.3 Optimizacija produkcije rekombinantnih proteinov v Streptomyces sp. 
 
Streptomicete so potencialni gostiteljski sistem za izražanje in izločanje heterolognih 
proteinov. Na učinkovitost izražanja vplivajo lastnosti proteina kot so velikost, fizikalno-
kemijske lastnosti, prisotnost disulfidnih vezi, sekvenca na N-terminalnem delu proteina in 
občutljivost na gostiteljeve proteaze (Anne in Van Mellaert, 1993). Za doseganje visokih 
donosov je potrebno optimizirati celoten biološki sistem in bioprocesne pogoje. 
 
Z optimalno izbiro promotorjev, kodonov, vektorskih sistemov lahko vplivamo na donos 
rekombinantnega proteina (Anne in sod., 2014). Pri heterologni produkciji lahko prisotnost 
redkih kodonov izrabi nabor nabitih tRNA molekul v gostitelju in upočasni translacijo. 
Učinkovit pristop je optimizacija kodonov heterolognega proteina ali pa prekomerno 
izražanje genov, ki kodirajo redke tRNA v gostiteljskem sistemu (Vrancken in Anne, 2009).  
 
Po kateri poti (Sec ali Tat) se bo protein učinkoviteje izločal, ni možno prehodno napovedati 
in je zato potrebno testirati signalne sekvence  Sec in Tet poti in optimizirati (Anne in 
sod., 2014). Znano je, da lahko visoka količina prekurzorskega proteina zasiči proteinske 
komplekse udeležene pri izločanju proteina (Vrancken in Anne, 2009). Povišano izražanje 
komponent sekretorne poti Tat lahko izboljša rekombinantno produkcijo (De Keersmaeker 
in sod., 2006). Povišano izražanje komponent poti Sec še ni bilo preučeno, saj je v to pot 
vključeno višje število proteinov (Vrancken in Anne, 2009). Različni signalni peptidi 
različno vplivajo na izločanje proteina. Za nekatere heterologne proteine so bile narejene 
izboljšave SP na različnih nivojih: sprememba naboja N-regije (Lammertyn in Anne, 1998; 
Lammertyn in sod., 1998), optimizacija sekvence (Caspers in sod., 2010; Ravn in sod., 
2003),usmerjena evolucija SP (Rakestraw in sod., 2009) in konverzija restrikcijskega mesta 
za peptidazo (Lammertyn in sod., 1997). Ti pristopi so se izkazali za učinkovite, vendar pa 
so izboljšave omejene le na specifičen protein (Anne in sod., 2012). Pri streptomicetah 
najdemo več signalnih peptidaz, ki odcepijo SP in imajo različno afiniteto vezave in 
katalitično aktivnost (Vrancken in Anne, 2009). S povišanim izražanjem vseh ali posamičnih 
SPaznih genov je možno zvišati produkcijo (van Dijl in sod., 1991; Malten in sod., 2005). 
Optimalno izražanje rekombinantega proteina se lahko doseže tudi s prekomernim 
izražanjem SPaz, ki se učinkovito vežejo in režejo ter utišanje encimov z visoko 
učinkovitostjo vezave in šibko katalitično aktivnostjo (Anne in sod., 2012).  
 
Visoke količine heterolognega proteina lahko povzročijo celični stres. Ob različnih šokih 
(okužba, ozmotski stres, ekstremna temperatura, izločanje proteinov..) se poviša količina 
proteina fagnega šoka (Psp angl. protein phage shock). Ob nasičenju ali blokiranju 
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komponent za izločanje proteinov se izrazi protein PspA (Anne in sod., 2012). Povišano 
izražanje proteina PspA je dvignilo donos v S. lividans, s pozitivnim efektom na Tat in malo 
manjšim učinkom na pot Sec (Vrancken in sod., 2007). 
Heterologna produkcija je breme za metabolizem celice, saj prihaja do tekmovanja za 
osnovne prekurzorje, reducirajočo moč in energijo (Glick, 1995). Vpogled v metabolizem 
in rekombinantno produkcijo lahko pridobimo s transkriptomiko, metabolomiko in 
fluksomiko (Toya in Shimizu, 2013). Transkriptomska analiza S. lividans TK42, 
producentke TNF-α, je pokazala da se določeni geni tudi do dvakrat bolj izraženi v 
primerjavi z divjim sevom. Določene gene iz skupine višje izraženih genov iz 
transkriptomske študije  so nato povišano izrazili in pozitivno vplivali na donos (Anne in 
sod., 2012). Metabolna analiza v S. lividans TK42, producentka mTNF-α v primerjavi z 
divjim sevom, je pokazala neravnovesje med katabolizmom ogljika in dušika (D'Huys in 
sod., 2011). S temi študijami so pokazali, da z delecijo nekaterih (neesencialnih) genov lahko 
povečamo produkcijo metabolita (Borodina in sod., 2008; Komatsu in sod., 2010). Analiza 
fluksa je bila narejena pri streptomicetah za produkcijo antibiotika, ne pa za  heterologne 
proteine (Anne in sod., 2012), vendar pozitivni rezultati kažejo na možnost v optimizaciji 
rekombinante produkcije. S kombinacijo metod (transkriptomika, proteomika, 
metabolomika, fluksomika, modeliranje) se lahko identificira ključne gene/proteine 
udeležene pri izločanju proteina, celični rasti, nadzoru stresa in produkciji/porabi energije. 
Ti proteini so možne tarče za manipulacijo in optimizacijo (Vrancken in Anne, 2009). 
 
Za doseganje visoke produkcije heterolognega proteina je potrebno optimizirati tudi 
bioprocesne parametre, kjer imajo pomembno vlogo sestava gojišča, količina raztopljenega 
kisika, mešanje in temperatura kultivacije (Gilbert in sod., 1995). 
2.4 FITINSKA KISLINA, FITAZA, NJENA UPORABA IN PRODUKCIJA 
 
2.4.1 Fitinska kislina 
 
Fitinska kislina je oblika organsko vezanega fosforja, kemijsko pa je to mio-inozitol 
heksakis-dihidrogen fosfat (IP6) (Vohra in Satyanarayana, 2003). V rastlinah zalogo fosforja 
predstavlja fitinska kislina in njene soli (fitati) (Kornegay, 2001; Weremko in sod., 1997). 
Ena molekula fitinske kisline vsebuje 6 atomov fosforja in ima močne kelirne lastnosti 
(Kornegay, 2001; Weremko in sod., 1997). Fitinska kislina tvori kompleks z multivalentnimi 
kationi (kalcij, baker, cink, železo, mangan) (Vohra in sod., 1965), kar zmanjša dostopnost 
in adsorpcijo fosforja in kationov v črevesju (Maga, 1982). Fitinska kisline tvori komplekse 
tudi z aminokislinami in proteini (Dvorakova, 1998; Kornegay, 2001). 
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2.4.2 Fitaza 
 
Fitaza je encim, ki postopno hidolizira fitinsko kislino, ob celotni razgradnji le-te pa nastane  
mio-inozitol in šest molekul fosfata (Rao in sod., 2009). Fitaza je prisotna  v 
mikroorganizmih, rastlinah in živalskem tkivu (Wodzinski in Ullah, 1996). Mikrobne fitaze 
najdemo v številnih bakterijah, kvasovkah in glivah (Selle in Ravindran, 2007).  
 
 
Slika 2: Reakcija, ki jo katalizira fitaza (Liu in sod., 1999) 
 
Glede na ogljikov atom, na katerem se prične encimska hidroliza prve fosfatne skupine 
razdelimo fitaze v tri skupine: 3-fitaza (EC 3.1.3.8), 4-fitaza (EC 3.1.3.26) in 5-fitaza (EC 
3.1.3.72) na osnovi klasifikacije Komiteja za nomenklaturo mednarodnega združenja za 
biokemijo in molekularno biologijo (NC-IUBMM  ang. Nomenclature Committee of the 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) (Kornegay, 2001, Moss, 2016).  
 
Fitazna aktivnost se meri kot količina sproščenega anorganskega fosforja na minuto od 
izbranega substrata in pri določeni pH vrednosti in pri določeni temperaturi (Lei in Porres, 
2003). Optimalno temperaturno območje delovanja fitaz se razlikuje glede na izvorni 
organizem. Večina naravno prisotnih fitaz ima pH optimum med 4,5 in 7,5 (Irving, 1980; 
Reddy in sod., 1982; Scheuermann in sod., 1988). Molekulska masa fitaz znaša 40–500 kDa 
(Vohra in Satyanarayana, 2003).  Fitaze imajo širok spekter substratne specifičnosti (fenil 
fosfat, p-nitrofenil fosfat, fosfati sladkorjev, PEP, ADP/ATP), najvišjo afiniteto pa imajo za 
fitat (Wyss in sod., 1999).  
2.4.3 Uporaba fitaz 
 
Encim fitaza se najpogosteje uporablja kot dodatek h krmi za živali, poleg tega pa se vedno 
pogosteje uporablja tudi v drugih aplikacijah: 
 
 Industrija živalske krme: Glavni vir prehrane monogastričnih živali kot so prašiči in 
perutnina predstavljajo žitna zrna ali produkti iz zrn. V rastlinski krmi je večji del fosforja 
(60–80%) v obliki fitinske kisline (Harland in Morris, 1995). Pri običajnih pogojih krmljenja 
je fosfor iz fitinske kisline neprebavljiv (Nelson, 1967), saj prebavni trak neprežvekovalskih 
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živali izloča zelo nizko količino fitaze (Taylor, 1965). Zaradi nedostopnosti fosfata se 
pojavljata dva problema za živinorejce: (a) potreben je dodatek anorganskega fosforja h krmi 
in (b) izločanje fosforja v izločkih (Kornegay, 2001). Dostopnost fosforja se lahko izboljša 
z dodajanjem mikrobne fitaze h krmi ali z uporabo krmnih rastlin, bogatih s fitazno 
aktivnostjo (Nelson, 1967). Dodatek encima zmanjša potrebo po dodajanju anorganskega 
fosforja, zaradi izboljšane dostopnosti fosforja iz fitata, hkrati pa se zmanjša količina fosforja 
v odpadkih (Mohanna in Nys, 1999). Dodatek mikrobnih fitaz k prehrani tudi izboljša 
dostopnost kationov (Ca, Zn) in aminokislin (Kornegay, 2001). 
 
 Živilska industrija: Fitat veže proteine, tako da so proteini izolirani iz soje bogati s 
fitatom. Z uporabo fitaze so pripravili sojine proteine brez fitata, pripravili pa so tudi sojino 
mleko brez fitata (Vohra in Satyanarayana, 2003). Dodatek fitaze k moki iz pšeničnih 
otrobov izboljša absorpcijo železa pri ljudeh (Sandberg in sod., 1996). Pri polnozrnatih 
pekovskih izdelkih se ob dodatku fitaze izboljša biološka dostopnost železa, magnezija, 
cinka in kalcija (Knorr in sod., 1981). Dodatek fitaze pri začetnih stopnja peke kruha izboljša 
tudi nekatere lastnosti testa  (Haros in sod., 2001).  
 
 Priprava mio-inozitol fosfata: Inozitol fosfati so vključeni v membransko 
signaliziranje in mobilizacijo kalcija, zaradi česar so te spojine pridobile zanimanje. Z 
encimsko hidrolizo fitinske kisline lahko pridobimo različne inozitol fosfatne molekule. 
Derivati inozitol fosfata pa se lahko uporabljajo kot stabilizatorji encimov, substrati za 
metabolne študije, kot encimski inhibitorji ali kiralne gradbene enote (Vohra in 
Satyanarayana, 2003). 
 
 Akvakultura: Pri gojenju rib bi zamenjava trenutno uporabljenih krmil s cenejšimi 
rastlinskimi viri znižala celotne stroške. Pri ribah je aktivnost encima fitaze nizka, zato 
dodatek fitaze izboljša dostopnosti hranil, omogoča hitrejšo rast in zmanjša odpadno 
količino fosforja v vodi (Kumar in sod., 2012). 
 
 Izboljšava tal: V določenih tleh fitinska kislina predstavlja do 50% razpoložljivega 
celotnega organskega fosforja. Dodajanje fitaze v tla je izboljšalo dostopnost fosforja, kar je 
pripomoglo k boljši rasti koruze (Findenegg in Nelmans, 1993). Drug možen pristop pa so 
transgene rastline, ki izražajo fitazo v koreninah in s tem rastline lažje dostopajo do hranil v 
tleh (Day, 1996). Predstavljeni študiji pa ste le možnosti, ki pa se dejansko ne uporablljata v 
aplikacijah. 
2.4.4 Produkcija fitaze v heterolognem gostitelju 
 
Zaradi pomembnosti fitaze predvsem v industriji krme, so dobro preučeni dejavniki, ki 
vplivajo na rekombinantno produkcijo tega encima. Najpomembnejši fizikalni parametri so 
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pH, temperatura, mešanje, raztopljeni kisik in tlak. Ti so prilagojeni gostiteljskemu 
organizmu in se med sabo nekoliko razlikujejo (Vohra in Satyanarayana, 2003).  
Težave pri produkciji in uporabi fitaze so inaktivacija encima pri visokih temperaturah, 
stroški proizvodnje in izguba aktivnosti med shranjevanjem (Vohra in Satyanarayana, 2003). 
Pri proizvodnji otrobov in tropin iz krmnih rastlin so potrebne visoke temperature, zato se 
uporabljajo termostabilne fitaze, saj bi ob dodajanje fitaze po končani predelavi rastlin 
dodaten korak v procesu povišal strošek (Mullaney in sod., 2000). Komercialne fitaze 
morajo imeti visoko aktivnost pri kislem pH (želodec) in odpornost na pepsin (Greiner in 
Konietzny, 2012).  
 
Postopki rekombinantne produkcije fitaze se med seboj razlikujejo po izvoru fitaznega gena 
in produkcijskem sevu. Termostabilni gen za fitazo so prenesli iz Aspergillus fumigatus v 
Pichia pastoris (Rodriguez in sod., 2000). Gen za fitazo iz Aspergillus niger so uspešno 
izrazili v Saccharomyces cerevisiae, kjer je zaradi povišane glikozilacije encim bolj 
termostabilen (Han in sod., 1999). Kot primeren produkcijski sev se je izkazal Fusarium 
venenatum, z izražanjem termostabilne fitaze iz Thermomyces lanuginosus (Berka in sod., 
1998). Poleg še drugih mikrobnih sistemov za produkcijo fitaze so preučene tudi transgene 
rastline, ki bi se lahko neposredno uporabljale v krmljenju. Uspešno so izrazili fitazo v 
Arabidopsis thaliana, tobaku, lucerni, soji, oljni ogrščici in drugih rastlinah (Li in sod., 1997; 
Rao in sod., 2009; Ullah in sod., 1999). Biotehnološki pristop k reševanju problemov 
povezanih s fosforjem pri krmljenju živali je gensko spremenjeni prašič, ki izraža fitazo v 
žlezi slinavki (EnviropigTM) (Forsberg in sod., 2013; Golovan in sod., 2001). 
 
Na komercialnem nivoju poteka biosinteza fitaze v A. niger, Trichoderma reesei, A. oryzae, 
Schizosaccharomyces pombe, Penicillium funiculosum, Pichia pastoris, E. coli in 
Peniophora lycii (Greiner in Konietzny, 2012; Haefner in sod., 2005; Menezes-Blackburn 
in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA DELA 
 
 
 
Slika 3: Shema poteka dela 
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3.2 MATERIALI 
3.2.1 Kemikalije 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij in proizvajalcev uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
Amonijev molibdat  Fluka 
Amonijev sulfat Merck 
Askorbinska kislina  Sigma-Aldrich 
Bakteriološki agar Biolife 
Cinkov sulfat  Merck 
D-manitol Kemika 
glicerol Sigma 
Glukoza Sigma-Aldrich 
Kalcijev karbonat Merck 
Kazein  Sigma-Aldrich 
KH2PO4 Merck 
Koruzna namakalna vodica Roquette 
Krompirjev dekstrin Fluka 
Kvas Sigma-Aldrich 
Kvasni ekstrakt Biolife 
Kvasni ekstrakt Biolife 
Laktoza Torlak 
Magnezijev klorid Kemika 
Manganov sulfat  Merck 
Manitol Kemika 
Natrijev acetat  Kemika 
Natrijev fitat  Sigma-Aldrich 
Natrijev klorid Merck 
Ocetna kislina  Sigma-Aldrich 
Ribje olje Lekarna 
Saharoza  Sigma-Aldrich 
Sojin pepton Fluka 
Sojina moka Sigma 
Sojino olje Zvezda 
Škrob (koruzni) Merck 
Trikloro ocetna kislina  Sigma-Aldrich 
Tripton Merck 
Sečnina  Biolife 
Železov sulfat  Kemika 
Žveplova kislina  Sigma-Aldrich 
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3.2.2 Aparature 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih aparatur in proizvajalcev uporabljenih aparatur 
Aparatura Proizvajalec 
avtoklav Sutjeska 
avtomatske pipete Gilson 
brezprašna komora SMBC122VA Iskra Pio 
centrifuga Tehtnica 
hladilnik in zamrzovalna omara Gorenje 
inkubator Sutjeska 
magnetno mešalo Rotamix 
mikrovalovna pečica Sanyo 
pH meter Mettler Toledo 
spektrofotometer Tecan Thermo Fischer Scientific 
stresalna plošča InforscHT MultipronPro 
sušilna omara Elektromedica 
tehtnica Sartorius exellence in Mettler Toledo 
vrtičnik Ika 
 
3.2.3 Steklovina in ostali potrošni material 
 
-erlenmajerjeve steklenice 
-čaše 
-merilni valj 
-steklenice z zamaški 
-nastavki za avtomatske pipete 
-epruvete 
-plastične petrijevke 
-hokejke za enkratno uporabo 
-Eppendorferjeve centrifugirke (1,5 ml, 2 ml, 15 ml, 50 ml) 
-mikrotiterske plošče 
-penasti zamaški 
-Pasterove pipete 
-alufolija 
3.2.4 Raztopine in pufri 
 
0,1 M ocetna kislina 
 
V 100 mL bučko smo nalili približno 80 mL ddH2O,vanjo odpipetirli 0,57 mL ocetne kisline 
in dopolnili z ddH2O do100 mL. Do uporabe smo hranili v hladilniku. 
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0,1M natrijev acetat 
 
V čašo smo zatehtali 0,8203 g natrijevega acetata, dopolnili z ddH20, premešali z magnetnim 
mešalom in umerili volumen do 100 mL. Do uporabe smo hranili v hladilniku. 
 
2 mM natrijev fitat 
 
Skupaj smo zmešali 35,7 mL0,1 M ocetne kisline in 64,3mL0,1 M natrijevega acetata. Ob 
stalnem mešanju na magnetnem mešalu smo umerili pH vrednost na 5 z natrijevim acetatom. 
Tako pripravljenih 100 mL raztopine ocetne kisline in natrijevega acetata smo prelili v čašo, 
v kateri smo predhodno natehtali 0,132g fitata. Vse skupaj smo dobro premešali in do 
uporabe hranili v hladilniku. 
 
2,5 % raztopina amonijevega molibdata 
 
Zatehtali smo 0,25g amonijevega molibdata, raztopili v ddH2O in umerili volumen do 10 
mL. Do uporabe smo hranili v hladilniku zavito v alu folijo. 
 
10 % raztopina askorbinske kisline 
 
V čaši smo zatehtali 1 g askorbinske kisline in jo raztopili v 100 mL ddH2O .Do uporabe 
smo hranili v hladilniku zavito v alu folijo. 
 
1 M H2SO4 
 
V digestoriju smo v merilno bučko nalili približno 40 mL ddH2O, počasi odpipetirali 2,8 
mLH2SO4in umerili volumen do končnih 50 mL. Do uporabe smo hranili v hladilniku zavito 
v alu folijo. 
 
1 % raztopina ZnSO4 
 
Za pripravo 1 % raztopine ZnSO4 smo zatehtali 1,78 g ZnSO4x7H20, dopolnili z dH20 do 60 
mL, premešali na magnetnem mešalu in umerili volumen do 100 mL. Tako pripravljeno 
raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara in do uporabe hranili na sobni 
temperaturi. 
 
1 % raztopina MnSO4 
 
Za pripravo 1%raztopine MnSO4 smo zatehtali 1,12 g MnSO4xH20, dopolnili z dH20 do 60 
mL, premešali na magnetnem mešalu in umerili volumen do 100 mL. Tako pripravljeno 
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raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara in do uporabe hranili na sobni 
temperaturi. 
 
1 % raztopina FeSO4 
 
Za pripravo 1% FeSO4 smo zatehtali 1,82 gFeSO4x7H20, dopolnili z dH2O do 60 mL, 
premešali na magnetnem mešalu in umerili volumen do 100 mL. 
 
40 % raztopina glukoze, saharoze 
 
Čaši s približno 60 mLdH2O smo postopoma ob mešanju z magnetnim mešalom dodajali 40 
g glukoze/saharoze in nato v valju umerili volumen do 100 mL. Raztopine smo avtoklavirali 
20 min pri 121 °C na 1,2 bara in do uporabe hranili v hladilniku. 
 
40 % raztopina glicerola 
 
V merilnem valju smo odmerili 40 mL 100 % glicerola in dopolnili s 60 mLdH2O. Raztopino 
40 % glicerola smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara in do uporabe hranili v 
hladilniku. 
 
10 % raztopina glicerola 
 
Za pripravo 100 mL 10 % glicerola smo odmerili 10 mL 100 % glicerola in 90 mLdH2O. 
Raztopino 10 % glicerola smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara in do uporabe 
hranili v hladilniku. 
 
40 % raztopina laktoze in manitola 
 
V čašo s približno 50 mLdH2O smo postopoma ob mešanju z magnetnim mešalom dodajali 
40 g laktoze/manitola. Da sta se sladkorja raztopila smo vodo segreli do 70 °C. Raztopini 
smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara in do uporabe hranili v hladilniku. 
3.2.5 Antibiotiki 
 
Iz založne raztopine tiostreptona v koncentraciji 30 mg/mL (v DMSO) smo antibiotik dodali 
v SM gojišče v končni koncentraciji 30 µg/mL. 
3.2.6  Mikroorganizem 
 
Uporabljali smo Streptomyces rimosus M4018 z vnesenim genom AppA, ki kodira encim 
fitaza iz E. coli K12 (Magdevska, 2011). Na podlagi predhodnih testiranj smo uporabljali 
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dva seva z oznakama e24 in e29, ter kontrolni sev pvfk (brez vključka). Kontrolni sev z 
oznako pvfk je transformiran sev Streptomyces rimosus M4018 s plazmidom brez AppA 
gena. 
3.2.7 Gojišča 
Soja manitol gojišče (SM gojišče) 
 
Soja manitol gojišče smo uporabili za namnožitev spor. Vse sestavine SM gojišča 
(Preglednica 4) smo zatehtali in jih raztopili v vodi. Gojišču smo umerili pH vrednost na 7. 
V mikrovalovni pečici smo segrevali toliko časa, da se je agar raztopil. Gojišče smo nato 
avtoklavirali 20 min pri 121°C na 1,2 bara. V ohlajeno gojišče smo aseptično dodali 
antibiotik tiostrepton ter v brezprašni komori razlili v petrijeve plošče. Do uporabe smo jih 
hranili v hladilniku.  
 
Preglednica 4: Sestava SM gojišča 
Sestavina Količina 
Sojina moka 20 g 
D-manitol 20 g 
Bakteriološki agar 20 g 
Destilirana voda do 1000 mL 
 
 
GOTC vegetativno gojišče 
 
Vegetativno gojišče smo uporabljali za namnožitev zamrznjenih spor S. rimosus. Pripravili 
smo ga tako, da smo v čašo zatehtali vse sestavine navedene v preglednici 5, dopolnili z 
destilirano vodo in jih premešali na magnetnem mešalu. Gojišče smo nato razdelili po 50 
mL v 250 mL erlenmajerice. Erlenmajerice smo zamašili s penastimi zamaški ter 
avtoklavirali 20 min pri 121°C na 1,2 bara. Do uporabe smo jih shranili v hladilniku. 
 
Preglednica 5: Sestava GOTC vegetativnega gojišča 
Sestavina Količina 
Tripton 1,5 g 
Glukoza 1 g 
Kalcijev karbonat 0,1 g 
Kvasni ekstrakt 0,5 g 
Destilirana voda do 100 mL 
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GOTC produkcijsko gojišče 
 
Produkcijsko gojišče smo pripravili tako, da smo v čašo natehtali vse sestavine navedene v 
preglednici 6 in odpipetirali ustrezna volumna raztopinZnSO4 in MnSO4. Nato smo dopolnili 
s pitno vodo do končnega volumna in gojišče segrevali do 80 °C na magnetnem mešalu. Ko 
je gojišče doseglo 80 °C smo gojišče ogladili in umerili pH na 6,25 z 10% NaOH ali HCl. 
Gojišče smo nato razdelili v 50 ml Eppendorferjeve centrifugirke, po 5mL in zatesnili s 
penastimi zamaški. Sterilizirali smo jih 30 min, 121°C na 1,2 bara. Do uporabe smo jih 
shranili na sobni temperaturi. 
 
Preglednica 6: Sestava GOTC produkcijskega gojišča 
Sestavina Količina 
MOPS 7 g 
Sojina moka 42 g 
Amonijev sulfat 6 g 
Magnezijev klorid 2 g 
Natrijev klorid 1,5 g 
Kalcijev karbonat 7,3 g 
Koruzni škrob 28 g 
1 % raztopina ZnSO4 10 mL 
1 % raztopina MnSO4 3,75 mL 
Pitna voda do 1000 mL 
 
 
3.3 METODE 
3.3.1 Priprava osnovne suspenzije spor S. rimosus 
 
Iz skrinje (-80 °C) smo vzeli izbrane seve S. rimosus e24, e29 in pvfk. Na plošče s soja 
manitol gojiščem in tiostreptonom smo prenesli 100 µL spor oziroma eno kapljico s  
Pasteurjevo pipeto (v primeru ko je bilo pipetiranje oteženo) ter razmazali po celotnem 
gojišču z drigalsko spatulo. Plošče smo inkubirali 8 dni v inkubatorju na 30 °C. 
Po 8 dneh smo na vsako ploščo dodali 2 mL 10 % glicerola. Z hokejko smo razmazali 
glicerol in postrgali spore. Suspenzijo spor v glicerolu smo odpipetirali v Eppendorferjeve 
centrifugirke in tako pripravljene trajnike shranili do uporabe v zamrzovalniku na -20°C.  
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3.3.2 Optimizacija gojišč 
3.3.2.1 Testiranje gojišč z različnimi koncentracijami sojine moke in škroba ter z dodatkom 
glukoze 
V začetnih stopnjah smo primerjali biosintezo fitaze v dveh rekombinantnih sevih; S. 
rimosus e24 in e29. Kot kontrola nam je služil sev z oznako pvfk, ki je bil transformiran z 
vektorjem brez vključka. V postopku optimizacije gojišč smo uporabili različne 
koncentracije sojine moke in  koruznega škroba, ter dodatek glukoze in spremljali vpliv na 
produkcijo fitaze. V izvedenih poskusih je kultivacija potekala na stresalniku pri 28 °C, 220 
obratih/min ter z uporabo 60 % vlaženja. 
 
GOTC produkcijsko gojišče, ki je bilo prvotno razvito za laboratorijska testiranja sevovo za 
produkcijo oksitetraciklina, vsebuje 42 g/L sojine moke in 28 g/L škroba. V obsegu našega 
dela smo v prvem koraku analizirali vpliv sojine moke v koncentracijah 10, 20, 40 in 50 g/L 
v razmerju z različnimi koncentracijami škroba (20, 30, 40 g/L). Pri vsaki koncentraciji 
sojine moke smo testirali vse prej navedene koncentracije škroba. Gojišča smo označevali s 
črkama S (sojina moka) in Š (škrob), ter njunima končnima koncentracijama, npr. S20Š30 
je vrsta gojišča, v katerem je koncentracija sojine moke 20 g/L in škroba 30 g/L. V gojiščih 
smo spreminjali le končne koncentracije sojine moke in škroba, koncentracije ostalih 
komponent gojišča pa so ostale nespremenjene. V vsako gojišče smo dodali tudi glukozo v 
končni koncentraciji 20 g/L, tako da smo testirali fitazno aktivnost v gojišču z (S20Š30 
glukoza 20) in brez (S20Š30) dodane glukoze. Vsako vrsto gojišča smo pripravili po 
opisanem postopku v 3.2.7 s spremenjenima koncentracijama sojine moke in škroba. 
Vzorčenje smo izvedli 5. dan kultivacije v gojiščih s koncentracijo sojine moke 10 in 20 g/L, 
5. in 7. dan v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 in 40 g/L ter 3., 5., in 7. dan v gojiščih 
s koncentracijo sojine moke 50 g/L. Vsako gojišče smo pripravili v treh ponovitvah. 
Pripravljena gojišča smo razdelili po 5 mL v 50 ml Eppendorferjeve centrifugirke, ustrezno 
označili in avtoklavirali. Pred inokulacijo smo polovici gojišč dodali glukozo. 
Nespremenjeno GOTC produkcijsko gojišče nam je predstavljajo kontrolo in smo ga 
označevali kot »osnovno gojišče«.  
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Slika 4: Shematski prikaz testiranih gojišč z različnimi koncentracijami sojine moke, škroba ter brez ali z 
dodatkom glukoze 
3.3.2.2 Gojišča za testiranje različnih koncentracij oziroma razmerja med sojino moko in 
škrobom 
Po pregledu prvih rezultatov smo za nadaljnjo analizo izbrali sev S. rimosus e24 in izvedli 
ponovno analizo vpliva različnih koncentracij sojine moke in škroba. Vpliva glukoze nismo 
ponovno testirali, ker je dodatek glukoze negativno vpliva na donos fitaze. Testirali smo 
koncentracije sojine moke 20, 30, 40 in 50 g/L ter koncentracije koruznega škroba 20, 30, 
40, 50 in 60 g/L. Za vsako koncentracijo sojine moke smo pripravili različne koncentracije 
škroba. Vsa gojišča smo pripravili v enem dnevu, tako da je potekala analiza vpliva različnih 
koncentracij sojine moke in škroba hkrati. Vsa gojišča smo pripravili enako kot osnovno 
GOTC produkcijsko gojišče, le da smo zatehtali različne koncentracije sojine moke in 
škroba. Vzorčenje je potekalo 5. in 7. dan. Pri vseh testiranjih smo za primerjavo uporabili 
nespremenjeno GOTC produkcijsko gojišče. Pripravljena gojišča smo pripravili v štirih 
ponovitvah in jih ustrezno označili. 
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Slika 5: Shematski prikaz testiranih gojišč z različnimi koncentracijami sojine moke in škroba 
3.3.2.3 Testiranje različnih virov ogljika 
Na podlagi poskusov  opisanih v 3.3.2.2  smo za nadaljnja testiranja izbrali gojišče S20Š30, 
saj je bila v tem gojišču fitazna aktivnost najvišja. V gojišča smo kot dodaten vir ogljika 
dodali glukozo (10 in 20 g/L), laktozo (10 in 20 g/L), saharozo (10 in 20 g/L), glicerol (10 
in 20 g/L), manitol (10 in 20 g/L) in dekstrin (5, 10 in 20 g/L). Pripravili smo gojišče S20Š30 
in ga razdelili po 5 mL v 50 ml Eppendorferjeve centrifugirke. Ustrezne volumne enostavnih 
sladkorjev smo dodali v gojišča po avtoklaviranju. Dekstrin smo natehtali poleg ostalih 
komponent gojišča in gojišče pripravili enako kot je opisano v 3.1.2. Pripravljena gojišča 
smo pripravili v dveh ponovitvah in jih ustrezno označili. Na podlagi pridobljenih rezultatov 
smo vpliv določenih sladkorjev analizirali v dodatni analizi: saharoza (1, 3, 5, 7 in 10 g/L), 
laktoza (10, 15, 20, 25 in 30 g/L) in dekstrin (1, 3 in 5 g/L). Gojišča smo označevali z 
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dodanim sladkorjem in njegovo končno koncentracijo npr. S20Š30 saharoza 10 je gojišče s 
koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijo škroba 30 g/L ter z dodatkom saharoze v 
koncentraciji 10 g/L. 
3.3.2.4 Testiranje različnih virov dušika 
Gojišču S20Š30 smo dodali različne dodatne vire dušika. Testirali smo vpliv sečnine (0,5, 1 
in 2 g/L), amonijevega sulfata (1, 3 in 6 g/L), kvasa (5, 10 in 20 g/L), kvasnega ekstrakta (5, 
10 in 20 g/L), sojinega peptona (5, 10 in 20 g/L), kazeina (5, 10 in 20 g/L) in koruzne 
omakalne vodice (CSL; 5, 10 in 20 g/L). Vse dodatke smo dodali k ostalim zatehtanim 
komponentam gojišča in pripravili gojišče po enakem postopku kot je opisano v 3.1.2. 
Pripravljena gojišča smo pripravili v dveh ponovitvah, jih razdelili po 5 mL v 50 ml 
Eppendorferjeve centrifugirke in ustrezno označili. Na podlagi pridobljenih rezultatov smo 
za določitev optimalne koncentracije v ponovni analizi testirali vpliv kazeina (10, 15, 20, 25 
in 30 g/L), peptona (10, 15, 20, 25 in 30 g/L), kvasnega ekstrakta (10, 15, 20, 25 in 30 g/L) 
in kvasa (1, 3, 5, 7 in 10 g/L). Gojišča smo označevali z dodanim virom dušika in njegovo 
končno koncentracijo npr. S20Š30 kazein 5 je gojišče s koncentracijo sojine moke 20 g/L in 
koncentracijo škroba 30 g/L ter z dodatkom kazein v koncentraciji 5 g/L. 
3.3.2.5 Testiranje sojinega in ribjega olja 
 
V gojišče S20Š3O, ki smo ga pripravili po postopku opisanem v 3.2.2, le s spremenjenima 
koncentracijama sojine moke in škroba,  smo po avtoklaviranju dodali sojino olje (10 in 20 
mL/l) ali ribje olje (10 in 20 mL/l). Gojišča smo označevali z dodanim oljem in njegovo 
končno koncentracijo npr. S20Š30 sojino olje 10 je gojišče s koncentracijo sojine moke 20 
g/L in koncentracijo škroba 30 g/L ter z dodatkom sojinega olja v koncentraciji 10 mL/l. 
3.3.2.6 Optimizacija vsebnosti soli 
 
GOTC produkcijsko gojišče vsebuje makroelemente v obliki MgCl2 (2 g/L), NaCl (1,5 g/L) 
in CaCO3 (7,3g/L). Da bi določili optimalno sestavo gojišča, smo analizirali vpliv različnih 
koncentracij MgCl2 (0,5, 1, 2,5, 3, in 4 g/L), NaCl (1, 3 in 5g/L) in CaCO3 (1, 2, 4 in 9 g/L). 
Kot dodaten makroelement, ki ni prisoten v osnovnem gojišču, smo testirali vpliv KH2PO4 
(0,5, 1, 2, 3 in 4g/L). Vsa gojišča z različnimi koncentracijami solmi smo pripravili kot je 
predstavljeno v 3.2.2. Za določitev optimalne koncentracije soli smo na podlagi pridobljenih 
rezultatov ponovno analizirali vpliv MgCl2 (2, 3, 5, 7 in 10 g/L), NaCl (0,2, 0,3, 0,5 in 1 g/L) 
in CaCO3 (4, 7, 9, 12 in 15 g/L). Gojišča smo označevali s testirano soljo in njeno končno 
koncentracijo npr. S20Š30 NaCl 3 je gojišče s koncentracijo sojine moke 20 g/L in 
koncentracijo škroba 30 g/L ter z dodatkom NaCl v koncentraciji 3 g/L. 
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3.3.2.7 Optimizacija vsebnosti mikroelementov  
 
V GOTC produkcijskem gojišču sta prisotna mikroelementa ZnSO4 (100 mg/L) in MnSO4 
(37,5 mg/L). Da bi določili optimalno sestavo gojišča, smo analizirali vpliv različnih 
koncentracij ZnSO4 (20, 50, 100, 150 in 200 mg/L) in MnSO4 (15, 30, 50,60, 90 mg/L). Kot 
dodaten mikroelement smo testirali FeSO4 (5, 15, 30, 50 in 70 mg/L). Gojišča smo pripravili 
tako, da smo gojišču S20Š30 poleg ostalih komponent dodali posamezen mikroelement v 
ustreznih koncentracijah, ostale sestavine pa smo pustili nespremenjene. Gojišča smo 
označevali s testiranim mikroelementom in njegovo končno koncentracijo npr. S20Š30 Mn 
50 je gojišče s koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijo škroba 30 g/L ter z 
dodatkom Mn v koncentraciji 50 mg/L. 
3.3.3 Namnožitev spor in inokulacija gojišč 
 
100 µL suspenzije spor izbranega seva (pripravljenih po postopku opisanem v 3.3.1) 
shranjenih na -80 °C smo inokulirali v 50 mL GOTC vegetativnega gojišča. Gojišča smo 
inkubirali 24 ur na stresalniku pri 30 °C in 220 rpm. Naslednji dan smo prenesli 0,5 mL 
suspenzije celic iz vegetativnega gojišča v 5 mL  ustreznega produkcijskega gojišča. 
Inkubirali smo na stresalniku pri 30 °C, 220 rpm in z 60 % vlažnostjo 5 ali 7 dni. 
3.3.4 Vzorčenje 
 
Vzorčenje je potekalo 3., 5. in/ali 7. dan. Vzeli smo 2 mL brozge in centrifugirali 5 min pri 
15000 g. Supernatant smo prenesli v novo ustrezno označeno 1,5 ml Eppendorferjevo 
centrifugirko. Vzorčke smo do začetka merjenja fitazne aktivnosti hranili v zamrzovalniku 
pri -20 °C. 
3.3.5 Merjenje fitazne aktivnosti 
 
Fitaza hidrolizira fitinsko kislino (mio-inozitol heksakisfosfat) v mio-inozitol in anorganski 
fosfat. Test meri količino sproščenega fosfata  (˝dostopni fosfor ˝), ki se sprosti iz fitinske 
kisline zaradi fitazne aktivnosti. Sproščeni fosfor se kvantificira z metodo amonijevega 
molibdata. 
fitaza 
Fitinska kislina + H2O  mio-inozitol (fosfat)n + Pi 
 
Sproščeni anorganski fosfor in amonijev molibdat tvorita 12-molibdofosforno kislino, ki se 
nato v kislem okolju reducira v molibden modro (Megazyme, 2014) 
 
Pi + amonijev molibdat  12-molibdofosforna kislina 
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12-molibdofosforna kislina + H2SO4 /askorbinska kislina  molibden modro 
Supernatante pridobljene v različnih vrstah gojišč smo redčili z vodo. K 30 µL ustrezno 
redčenega vzorca smo dodali 120 µL natrijevega fitata. Vzorec smo inkubirali 10 min pri 37 
°C na termobloku. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 150 µL 15 % TCA in premešali na 
vorteksu. Kontrolne vzorčke (pozitivna in negativna kontrola) smo ravno tako redčili in 30 
µL dodali 150 µL 15 % TCA, ter inkubirali 15 min pri 37 °C na termobloku. Po končani 
inkubaciji smo kontrolnim vzorcem dodali 120 µL natrijevega fitata. Kontrolnim vzorcem 
in vzorcem iz različnih gojišč smo nato dodali 300 µL barvnega reagenta (mešanica 1 M 
žveplene kisline, 2,5 % amonijevega molibdata in 10  % askorbinske kisline v razmerju 3 : 
1 : 1) in inkubirali 10 min pri 50 °C. Po končani inkubaciji smo prenesli po 200 µL vsakega 
vzorčka na mikrotiterkso ploščo in spektrofotometrično pri 820 nm izmerili koncentracijo 
prostega fosforja. Ena fitazna enota je definirana kot količina potrebnega encima, ki sprosti 
1 µmol anorganskega fosforja (Pi) na minuto iz natrijevega fitata pri 37 °C.  
3.3.5.1 Umeritvena krivulja za določanje fitazne aktivnosti 
 
Za izračun fitazne aktivnosti smo pripravili umeritveno krivuljo. Vzorci, z različnimi 
koncentracijami KH2PO4 so bili pripravljeni po enakem postopku opisanem v 3.3.5. S 
pomočjo izmerjene absorbance pri različnih koncentracijah  KH2PO4 smo iz enačbe 
umeritvene krivulje izračunali koncentracijo sproščenega fosforja v vzorcih. Na podlagi 
umeritvene premice in njenega merilnega območja pa smo se tudi odločali ali je bilo 
potrebno vzorec redčiti z višjim redčitvenim faktorjem. 
 
Slika 6: Umeritvena krivulja za določanje fitazne aktivnosti 
Enačbe za izračun fitazne aktivnosti: 
 
𝑥 =
𝑦+(0,02)
0,5246
∗
𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑣𝑒𝑛𝑖 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟
č𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒
= [𝑈 𝑚𝐿⁄ ]                                                                        … (1) 
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3.3.6 Statistična obdelava podatkov 
 
Pri testiranju vpliva različnih gojišč na biosintezo fitaze v S. rimosus smo opravili poskuse 
v več ponovitvah. Rezultate fitaznih aktivnosti smo statistično obdelali. Za vsak vzorec smo 
s pomočjo umeritvene premice izračunali fitazno aktivnost. Iz ponovitev smo nato izračunali 
povprečno fitazno aktivnost, standardni odklon od povprečne vrednosti in koeficient 
variacije. 
3.3.6.1 Povprečna vrednost 
 
Rezultate meritev smo podali kot povprečno fitazno aktivnost, enačba (2) (Adamič, 1989). 
 
X̅ =
∑ Xi
n
i=1
n
                                                                                                                        … (2) 
 
?̅?…povprečna vrednost 
N … število vzorcev 
Xi … vrednost i-te meritve 
 i… število meritev 
3.3.6.2 Standardni odklon, koeficient variacije 
 
Za oceno variabilnosti smo izračunali standardni odklon (SD) in koeficient variacije (KV). 
Standardni odklon je kvadratni koren variance in predstavlja absolutno mero variabilnosti, 
enačba (3) (Adamič, 1989). 
 
   𝑆𝐷 = √
∑(𝑋−?̅?)2
𝑛−1
                                                                                                            … (3) 
 
Koeficient variacije je relativna mera, ki nam omogoča primerjavo variacije spremenljivk z 
različnimi vrednostmi podatkov, enačba (4) (Adamič, 1989). 
 
   𝐾𝑉(%) =
𝑆𝐷
𝑋
∗ 100                                                                                                      … (4) 
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4 REZULTATI 
4.1 VPLIV SOJINE MOKE IN ŠKROBA NA PRODUKCIJO FITAZE V S. rimosus e24 
in e29 
 
V prvem delu optimizacije biosinteze rekombinantne fitaze v S. rimosus smo testirali vpliv 
različnih koncentracij sojine moke (10, 20, 40 in 50 g/L) in koruznega škroba (20, 30 in 40 
g/L) ter dodatka glukoze (20 g/L) na produktivnost sevov e24 in e29. V različnih gojiščih 
smo vrednotili  aktivnost fitaze, ki predstavlja mero produktivnosti. Izmerjene fitazne 
aktivnosti smo primerjali z osnovnim gojišče, to je nespremenjeno GOTC produkcijsko 
gojišče. 
4.1.1 Vpliv sojine moke v koncentraciji 10 g/L na produkcijo fitaze v odvisnosti od 
koncentracije koruznega škroba in prisotnosti glukoze  v sevih e24 in e29 
 
 
Slika 7: Fitazna aktivnost sevov e24 in e29 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 10 g/L in koncentracijami 
škroba 20, 30 in 40 g/L ter brez ali z dodatkom glukoze 20 g/L po 5 dneh kultivacije 
V gojiščih s koncentracijo sojine moke 10 g/L smo primerjali vpliv različnih koncentracij 
škroba in dodatka glukoze na fitazno aktivnost (Slika 7). Najvišjo fitazno aktivnost seva e24 
smo izmerili v gojišču S10Š30 glukoza 20 (1,53 ± 0,43 U/mL), pri sevu e29 pa v S10Š20 
(0,92 ± 0,22 U/mL). V gojiščih z dodatkom glukoze v koncentraciji 20 g/L je pri sevu e24 
biosinteza fitaze po 5 dneh višja, kot v gojiščih brez glukoze. Pri sevu e29 glukoza nima 
vpliva na produkcijo fitaze, višje povprečne fitazne aktivnosti smo izmerili pri sevu e24, le 
v primeru gojišča z oznako S10Š20 je sev e29 presegel fitazno aktivnost seva e24. Pri sevu 
e29 v gojiščih s koncentracijo škroba 40 g/L nismo zaznali fitazne aktivnosti. e24.  
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4.1.2 Vpliv sojine moke v koncentraciji 20 g/L na produkcijo fitaze v odvisnosti od 
koncentracije koruznega škroba in prisotnosti glukoze pri sevih e24 in e29 
 
 
 
Slika 8: Fitazna aktivnost sevov e24 in e29 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijami 
škroba 20, 30 in 40 g/L ter brez ali z dodatkom glukoze 20 g/L po 5 dneh kultivacije v primerjavi z osnovnim 
gojiščem 
V prvem delu smo pripravili različne vrste gojišča s koncentracijo sojine moke 20 g/L in 
izmerili fitazno aktivnost po 5 dneh, kar je predstavljeno na sliki 8. Pri koncentraciji sojine 
moke 20 g/L smo izmerili najvišjo fitazno aktivnost seva e24 v gojišču S20Š40 (4,24 ± 0,42 
U/mL), vrednost je tudi presegla fitazno aktivnost izmerjeno v osnovnem gojišču (3,06 ± 
0,51 U/mL). Dodatek glukoze nima pozitivnega vpliva na produkcijo fitaze v S. rimosus 
sevu e24. Povprečne vrednosti fitazne aktivnosti seva e29 so v vseh izbranih gojiščih nižje 
od povprečnih vrednosti seva e24. Povprečna fitazna aktivnost seva e29 je presegla vrednost 
izmerjeno v osnovnem gojišču (2,29 ± 0,11 U/mL) le v gojišču S20Š20 (2,66 ± 0,88 U/mL), 
v vseh ostalih testiranih gojiščih pa je fitazna aktivnost nižja. Dodatek glukoze pri sevu e29 
zniža fitazno aktivnost glede na gojišča brez dodane glukoze. Najvišja aktivnost fitaze je bila 
izmerjena v gojišču, ki vsebuje 40g/L škroba s sevom e24 (brez dodatka glukoze). V 
primerjavi z gojiščem, ki vsebuje 10 g/L sojine moke, je omogočalo gojišče z 20g/L sojine 
moke več kot dvakrat višjo produkcijo fitaze. 
 
V drugem delu smo pripravili različne vrste gojišča s koncentracijo sojine moke 20 g/L in 
različnimi koncentracijami koruznega škroba ter izmerili fitazno aktivnost po 5 in 7 dneh v 
sevu e24 in e29, kar je predstavljeno na sliki 9 in 10.  
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Slika 9: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30 in 40 g/L ter brez ali z dodatkom glukoze 20 g/L po 5 in 7 dneh kultivacije v primerjavi z osnovnim 
gojiščem 
Po 5 dneh gojenja seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L znaša najvišja 
izmerjena fitazna aktivnost 5,55 ± 0,81 U/mL v gojišču S20Š20. V gojiščih S20Š20, S20Š30 
in S20Š40 je po 5 dneh izmerjena višja fitazna aktivnost seva e24 v primerjavi z osnovnim 
gojiščem. Dodatek glukoze v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L ima negativen 
vpliv na produkcijo rekombinantne fitaze po 5 dneh kultivacije.   
 
Glede na osnovno gojišče po 7 dneh kultivacije v izbranih gojiščih nismo izmerili povečane 
aktivnosti fitaze v S. rimosus e24.  V gojiščih z dodatkom glukoze v koncentraciji 20 g/L je 
fitazna aktivnost po 7 dneh padla v primerjavi z gojišči brez glukoze, le v gojišču S20Š20 
glukoza 20 je ta višja. Po 7 dneh gojenja seva e24 je najvišja izmerjena fitazna aktivnost v 
gojišču S20Š30 (3,72 ± 0,35 U/mL). Na gojiščih z dodano glukozo je povprečna fitazna 
aktivnost po 7 dneh gojenja višja glede na 5. dan, na gojiščih brez glukoze pa je izmerjena 
aktivnost višja 5. dan. 
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Slika 10: Fitazna aktivnost seva e29 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30 in 40 g/L ter brez ali z dodatkom glukoze 20 g/L po 5 in 7 dneh kultivacije v primerjavi z osnovnim 
gojiščem 
V gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L je bila fitazna aktivnost seva e29 po 5 dneh 
najvišja v gojišču S20Š40 (2,32 ± 0,23 U/mL), po 7 dneh pa v S20Š20 (3,22 ± 0,611 U/mL). 
Po 5 dneh kultivacije seva e29 je v gojiščih S20Š20 in S20Š40 povprečna fitazna aktivnost 
višja od vrednosti v osnovnem gojišču. V ostalih gojiščih (razen S20Š20 in S20Š40) je 
fitazna aktivnost seva e29 po 5 dneh nižja kot v osnovnem gojišču. Po 7 dneh je v gojiščih 
brez glukoze (S20Š20, S20Š30 in S20Š40) biosinteza fitaze višja glede na osnovno gojišče. 
V gojiščih z dodatkom glukoze je fitzana aktivnost po 5 in 7 dneh upadla glede na gojišča 
brez dodane glukoze, višja je le v gojišču S20Š30 glukoza 20 po 5 dneh. Po 7 dneh gojenja 
je fitazna aktivnost v gojišču S20Š20 in S20Š30 višja glede na 5 dni dolg bioproces, v ostalih 
vrstah testiranih gojišč pa je višja fitazna aktivnost izmerjena 5. dan. 
 
V gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L je fitazna aktivnost S. rimosus e24 višja glede 
na sev e29 po 5 in 7 dneh kultivacije. Najvišjo fitazno aktivnost smo izmerili v gojišču 
S20Š20 (5,55 ± 0,81 U/mL) pri sevu e24 po 5 dneh gojenja. Pri sevu e24 in e29 je opazen 
inhibitoren učinek dodatka dodane glukoze v koncentraciji 20 g/L. V gojiščih z dodatkom 
glukoze je produkcija fitaze seva e24 po 7 dneh narastla, pri sevu e29 pa upadla. V osnovnem 
gojišču je bila biosinteza fitaze seva e24 višja od seva e29. Višja produktivnost v osnovnem 
gojišču je bila pri sevu e24 izmerjena po 7 dneh, pri sevu e29 pa po 5 dneh gojenja.  
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4.1.3 Vpliv sojine moke v koncentraciji 40 g/L na produkcijo fitaze v sevih e24 in e29 
v odvisnosti od koncentracije koruznega škroba in prisotnosti glukoze   
 
Slika 11: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30 in 40 g/L ter brez ali z dodatkom glukoze 20 g/L po 5 in 7 dneh kultivacije v primerjavi z osnovnim 
gojiščem 
V nobenem od gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L pri sevu e24 po 5 ali 7 dneh 
kultivacije fitazna aktivnost ni presegla vrednosti v osnovnem gojišču (Slika 11). Po 5 dneh 
je v gojiščih z dodatkom glukoze fitazna aktivnost nižja glede na gojišča brez glukoze. 
Obratno po 7 dneh kultivacije je v gojiščih z dodano glukozo fitazna aktivnost višja kot v 
gojiščih brez glukoze.  
 
V osnovnem gojišču je 42 g/L sojine moke in 28 g/L škroba in smo izmerili fitazno aktivnost 
3,37 ± 1,35 U/mL. Podobno osnovnemu gojišču je gojišče S40Š30, kjer smo izmerili fitazno 
aktivnost seva e24 2,85 ± 0,47 U/mL. Vrednosti se ne razlikujeta bistveno in s tem smo 
potrdili predvidevanja, da med omenjenima gojiščema ni večje razlike v fitazni aktivnosti. 
V nobenem od gojišč s koncentracijo sojine moke 40 g/L pri sevu e29 po 5 in 7 fitazna 
aktivnost ni presegla vrednosti v osnovnem gojišču (Slika 12). V gojiščih brez glukoze 
(S40Š20, S40Š30, S40Š40 in osnovno gojišče) pride do zvišanja fitazne aktivnosti po 7 dneh 
glede na 5. dan. V gojiščih z dodatkom glukoze po 7 dneh povprečna fitazna aktivnost pade 
v primerjavi s 5. dnevom, le v gojišču S20Š40 glukoza 20 je minimalna razlika med 5. in 7. 
dnevom. Fitazna aktivnost seva e29 v osnovnem gojišču (4,87 ± 0,12U/mL)  je višja od 
izmerjene vrednosti v gojišču S40Š30 (2,79 ± 0,14U/mL), kar ni v skladu z našimi 
pričakovanji. 
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Slika 12: Fitazna aktivnost seva e29 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30 in 40 g/L ter brez ali z dodatkom glukoze 20 g/L po 5 in 7 dneh kultivacije v primerjavi z osnovnim 
gojiščem 
V produktivnosti S. rimosus sevov e24 in e29 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L 
ni večjih razlik, saj so povprečne vrednosti fitazne aktivnosti primerljive. Dodatek glukoze 
v gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L dvigne produktivnost seva e24 7. dan glede 
na 5. dan, pri sevu e29 pa glukoza nima pozitivnega vpliva na biosintezo encima. Fitazna 
aktivnost seva e24 in e29 po 5 in 7 dneh ni v nobenem od testiranih gojišč s koncentracijo 
sojine moke 40 g/L presegla vrednosti fitazne aktivnosti v osnovnem gojišču. 
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4.1.4 Vpliv sojine moke v koncentraciji 50 g/L na produkcijo fitaze v sevih e24 in e29 
v odvisnosti od koncentracije koruznega škroba in prisotnosti glukoze     
 
 
Slika 13: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30 in 40 g/L ter brez ali z dodatkom glukoze 20 g/L po 3, 5 in 7 dneh kultivacije v primerjavi z osnovnim 
gojiščem 
V gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L ni bila produkcija fitaze po 3, 5 in 7 dneh v 
nobenem gojišču višja od aktivnosti fitaze v osnovnim gojišču (Slika 13). 
Po 5 dneh kultivacije S. rimosus e24 se povprečje fitaznih aktivnosti dvigne glede na tretji 
dan, vendar ne presežejo fitazne aktivnosti izmerjene v osnovnem gojišču. V gojiščih brez 
glukoze (S50Š20, S50Š30, S50Š40 in osnovno gojišče) fitazna aktivnost 7. dan doseže višjo 
vrednost v primerjavi s 3. in 5. dnem kultivacije.  V gojiščih z dodatkom glukoze pa se po 
7. dneh kultivacije aktivnost fitaze celo zniža, saj je fitazna aktivnost 7. dan v primerjavi s 
5. Dnevom nižja. Tako kot  po 3 in 5 dneh, tudi po 7 dneh  v nobenem testiranem gojišču 
fitazna aktivnost ne preseže vrednosti osnovnega gojišča. Produkcija rekombinantne fitaze 
seva e24 je bila najvišja 7. dan kultivacije v osnovnem gojišču (7,24 ± 1,02 U/mL). 
 
Po 3 dneh kultivacije v gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L ni bila produkcija fitaze 
seva e29 v nobenem gojišču višja kot v osnovnem gojišču. Po 5 dneh je povprečje fitaznih 
aktivnosti višje glede na 3. dan, izjema sta gojišči S50Š20 in S50Š40 glukoza 20, kjer sta 
izmerjeni fitazni aktivnosti višji 3. dan kot 5. dan. Povprečne fitazne aktivnosti po 5 dneh v 
gojiščih S50Š20 glukoza 20, S50Š30 glukoza 20 in S50Š40 so višje kot v osnovnem gojišču, 
v ostalih testiranih gojiščih pa so nižje. V gojiščih S50Š30 glukoza 20 in S50Š40 je 
izmerjena aktivnost fitaze 7. dan nižja kot 5. Dan, v preostalih gojiščih pa dosežejo višjo 
fitazno aktivnost po 7 dneh glede na 5. dan. V gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L 
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je sev e29 dosegel najvišjo fitazno aktivnost v gojišču S50Š30 glukoza 20 (3,35 ± 0,55 
U/mL) po 5 dneh gojenja.   
 
 
 
Slika 14: Fitazna aktivnost seva e29 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30 in 40 g/L ter z ali brez dodatka glukoze 20 g/L po 3, 5 in 7 dneh kultivacije v primerjavi z osnovnim 
gojiščem 
 
V vseh testiranih gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L sev e24 ni presegel vrednosti 
fitazne aktivnosti, v primerjavi z osnovnim gojiščem. Sev e29 je presegel fitazno aktivnost 
v osnovnem gojišču, v gojiščih S50Š30 z glukozo in gojišču S50Š40 5. dan in S50Š20 z 
glukoza 7. dan. V povprečju so fitazne aktivnosti seva S. rimosus e24 višje od vrednosti seva 
S. rimosus e29. 
 
4.2 VPLIV SOJINE MOKE IN ŠKROBA NA PRODUKCIJO FITAZE V IZBRANEM 
SEVU S. rimosus e24 
 
V prvem sklopu smo primerjali biosintezo fitaze sevov e24 in e29 na gojiščih z različnimi 
koncentracijami sojine moke (10, 20, 40 in 50 g/L) in škroba (20, 30 in 40 g/L) ter brez ali 
z dodatkom glukoze (20 g/L). Na podlagi zgoraj predstavljenih rezultatov smo za nadaljnje 
testiranje in optimizacijo gojišča izbrali S. rimosus sev e24, saj je redno dosegal višjo 
aktivnost fitaze.  
Z namenom, da pridobimo bolj kakovostne podatke o vplivu koncentracije sojine moke v 
gojiščih z dodanim škrobom, smo ponovno izvedli eksperiment z različnimi koncentracijami 
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sojine moke (20, 30, 40 in 50 g/L) in škroba (20, 30, 40, 50 in 60 g/L). Vpliva glukoze nismo 
ponovno analizirali, saj je dodatek glukoze v koncentraciji 20 g/L v pravilu negativno vplival 
na biosintezo fitaze. Tokrat smo vsa testirana gojišča pripravili istočasno in ta inokulirali s 
sevom e24. V vseh gojiščih smo izmerili fitazno aktivnost po 5 in 7 dneh kultivacije. 
 
 
Slika 15: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30, 40, 50, 60 g/L v primerjavi z osnovnim gojiščem po 5 in 7 dneh kultivacije 
Pri koncentraciji sojine moke 20 g/L in petih različnih koncentracijah škroba je 
produktivnost rekombinantnega seva S. rimosus e24 višja po 5 dneh kultivacije glede na 7. 
dan. Prav obratno velja za osnovno gojišče, kjer je fitazna aktivnost višja 7. dan (Slika 15). 
Povprečne vrednosti fitazne aktivnosti so po 5 dneh višje v testiranih gojiščih kot v 
osnovnem gojišču, ter nižje po 7 dneh glede na osnovno gojišče. Najvišji fitazni aktivnosti 
sta izmerjeni 5. dan v gojišču S20Š30 (6,99 ± 0,42 U/mL) in S20Š50 (6,84 ± 0,69 U/mL), 
kjer sta aktivnosti fitaze več kot dva krat višji v primerjavi z osnovnim gojiščem. Najbolj 
optimalno razmerje med sojino moko (S) in škrobom (Š), ki izhaja iz opisanega poskusa je; 
S : Š = 1 : 1,5 in S : Š = 1 : 2,5.  
 
Pri koncentraciji sojine moke 30 g/L je povprečna fitazna aktivnost najvišja po 7 dneh 
kultivacije (Slika 16). Rezultatov v gojišču S30Š20 po 7 dneh kultivacije  nismo upoštevali, 
zaradi previsoke standardne deviacije. Pri koncentraciji sojine moke 30 g/L in 
koncentracijah škroba 30, 40, 50, 60 g/L je encimska aktivnost po 5 dneh nižja v primerjavi 
z osnovnim produkcijskim gojiščem. Le v gojišču S30Š20 ja produkcija višja za 94 % v 
primerjavi z osnovnim gojiščem. Po 7 dneh gojenja je v gojiščih S30Š30 in S30Š50 fitazna 
aktivnost višja za 46 % in 29 %v primerjavi z osnovnim gojiščem. v ostalih gojiščih pa je 
vrednost nižja. Najvišja aktivnost je bila izmerjena 5. dan v gojišču S30Š20 (6,05 ± 0,07 
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U/mL), v katerem je razmerjem med sojino moko in škrobom; S : Š = 1,5 : 1, ter 7. dan v 
gojiščih S30Š30 (7,63 ± 1,45 U/mL) z razmerjem S : Š = 1 : 1 in v gojišču S30Š50 (6,71 ± 
0,32 U/mL) z razmerjem  S : Š = 1 : 1,67.  
 
 
Slika 16: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 30 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30, 40, 50, 60 g/L v primerjavi z osnovnim gojiščem po 5 in 7 dneh kultivacije 
 
 
Slika 17: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30, 40, 50, 60 g/L v primerjavi z osnovnim gojiščem po 5 in 7 dneh kultivacije 
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Pri koncentraciji sojine moke 40 g/L in vseh testiranih koncentracijah škroba po 5 dneh  
fitazna aktivnost v testiranih gojiščih ne preseže vrednosti izmerjene v osnovnem gojišču 
(Slika 17). To velja tudi za rezultate pridobljene po 7 dneh kultivacije, razen v gojišču 
S40Š20. V gojišču S40Š20 je po 5 dneh povprečna fitazna aktivnost nižja za 4 % v 
primerjavi z  fitazno aktivnostjo v osnovnem gojišču. Po 7 dneh kultivacije encimska 
aktivnost v gojišču S40Š20 (7,37 ± 1,08 U/mL) preseže vrednost, ki jo doseže osnovno 
gojišče za 41 %. V gojišču S40Š20 je dosežena najvišja produkcija fitaze z razmerjem med 
sojino moko in škrobom S : Š = 2 : 1. V primerjavi z gojiščem S40Š30 in osnovnim gojiščem 
(koncentracija sojine moke 42 g/L in škroba 28 g/L) smo pričakovali, da ne bo večjih razlik, 
vendar so v gojišču S40Š30 vrednosti fitazne aktivnosti nižje (za 19 % 5. dan in 79 % 7. 
dan). 
 
Pri koncentraciji sojine moke 50 g/L in vseh petih koncentracijah škroba po 5 in 7 dneh 
nismo presegli fitazne aktivnosti v primerjavi z osnovnim gojiščem (Slika 18). Med 5. in 7. 
dnevom ni večjih razlik v izmerjenih fitaznih aktivnostih. V gojišču s koncentracijo sojine 
moke 50 g/L različne koncentracije škroba ne vplivajo na dvig biosinteze fitaze v S. rimosus 
e24. 
 
Slika 18: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L in koncentracijami škroba 
20, 30, 40, 50, 60 g/L v primerjavi z osnovnim gojiščem po 5 in 7 dneh kultivacije 
4.3 VPLIV VIROV OGLJIKA, DUŠIKA, SOLI IN MIKROELEMENTOV NA 
PRODUKCIJO FITAZE V IZBRANEM SEVU S. rimosus e24 
 
Na podlagi rezultatov drugega dela analize smo za nadaljnja testiranja izbrali gojišče 
S20Š30. V gojišče S20Š30 smo dodajali različne enostavne sladkorje, vire dušika in olja. 
Testirali smo tudi vpliv makroelementov in mikroelementov na produkcijo fitaze. Fitazno 
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aktivnost smo merili po 5 dneh gojenja. Osnovno gojišče in gojišče S20Š30 brez dodatkov 
smo uporabili v vsakem poskusu kot kontrolo. 
4.3.1 Vpliv virov ogljika na produkcijo fitaze 
Pri optimizaciji vira ogljika v gojišču smo preverjali vpliv sladkorjev: glukoza, laktoza, 
saharoza, glicerol, manitol in dekstrin na produkcijo rekombinantne fitaze v S. rimosus e24. 
 
Iz slike 19 je razvidno, da ima dodatek glukoze v koncentraciji 10 in 20 g/L negativen vpliv 
na biosintezo fitaze v S. rimosus e24. Podobno, kot smo to opazili v eksperimentih 
optimizacije koncentracije sojine moke v odvisnosti od koncentracije škroba (poglavje 4.1). 
Ob dodatku glukoze fitazna aktivnost pade za 37 % pri 10 g/L in za 45 % pri 20 g/L glede 
na gojišče S20Š30 oziroma osnovno gojišče. Negativen vpliv na produkcijo fitaze ima tudi 
glicerol, kjer se fitazna aktivnost zniža za 60 % pri 10 g/L in za 66 % pri 20 g/L glede na 
gojišče S20Š30 oziroma osnovno gojišče. V gojiščih z dodatkom manitola je povprečna 
fitazna aktivnost nižja glede na gojišče S20Š30. Dodatek manitola v koncentraciji 10 g/L 
zniža fitazno aktivnost za 10 % glede na gojišče S20Š30. Podobno tudi dodatek manitola v 
koncentraciji 20 g/L zniža fitazno aktivnost za 30 % v primerjavi z gojiščem S20Š30. 
Glukoza, glicerol in manitol niso pozitivno vplivali produkcijo fitaze v S. rimosus e24, zato 
niso primeren dodaten vir ogljika. 
 
 
Slika 19: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L z dodanimi sladkorji (glukoza, laktoza, saharoza, glicerol, manitol in dekstrin) v koncentraciji 5, 10 ali 20 
g/L po 5 dneh kultivacije 
0,0
1,0
2,0
3,0
4,0
5,0
6,0
7,0
F
it
a
z
n
a
 a
k
ti
v
n
o
s
t 
[U
/m
L
]
Sestava gojišča
 
Slemc L. Optimizacija biosinteze rekombinantne fitaze v bakteriji Streptomyces rimosus.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
40 
 
Povprečna fitazna aktivnost v gojišču S20Š30 z dodano saharozo v koncantraciji 10 g/L je 
višja za 16 %  v primerjavi z gojiščem S20Š30. Ob dodatku višje koncentracije saharoze (20 
g/L) pa se je fitazna aktivnost znižala in pade pod vrednostjo pridobljeno v gojišču S20Š30. 
Zato smo preučili vpliv nižjih koncentracij saharoze v koncentracijah od 1–10 g/L (Slika 
20). Pri vseh ponovno testiranih koncentracijah saharoze povprečna fitazna aktivnost ni višja 
v primerjavi z gojiščem S20Š30 oziroma osnovnim gojiščem. Tudi saharoza kot enostavni 
sladkor tako ni primerna za rekombinanto produkcijo fitaze v S. rimosus e24. 
Laktoza dodana v koncentraciji 10 in 20 g/L ima pozitiven vpliv na produkcijo fitaze. Ob 
dodatku 10 g/L laktoze je fitazna aktivnost višja za 65 % in pri koncentraciji 20 g/L pa za 78 
% v primerjavi z gojiščem S20Š30 (Slika 19). Za določitev optimalne koncentracije laktoze 
smo zato v novem poskusu testirali vpliv višjih koncentracij laktoze (10, 15, 20, 25 in 30 
g/L) (Slika 20). Z naraščanjem koncentracije dodane laktoze do koncentracije 25 g/L fitazna 
aktivnost narašča, nato pa pri koncentraciji 30 g/L upade. Vrednosti se prilegajo krivulji 
zvonaste oblike, kjer je vrh pri koncentraciji 25 g/L, kar predstavlja optimalno koncentracijo 
dodatnega vira ogljika. Pri koncentraciji 25 g/L dodane laktoze je fitazna aktivnost (4,43 ± 
0,66 U/mL) za 26 % višja v primerjavi z gojiščem S20Š30. 
 
 
 
Slika 20: Fitazna aktivnost seva e24v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L z dodanimi sladkorji (saharoza, laktoza, dekstrin) po 5 dneh kultivacije 
 
Povprečna fitazna aktivnost se jez višanjem koncentracije dekstrina (5, 10 in 20 g/L) nižala 
(Slika 19). V koncentraciji 5 g/L dekstrina je povprečna fitazna aktivnost presegla vrednost 
gojišča S20Š30 za 85 %. Dekstrin v koncentraciji 10 in 20 g/L ni bistveno vplival na 
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produkcijo fitaze v primerjavi z gojiščem S20Š30. V ponovni analizi smo testirali vpliv 
dekstrina v koncentraciji 1, 3, in 5 g/L (Slika 20). V ponovitvenem poskusu je vrednost 
fitazne aktivnosti pri 5 g/L dekstrina malo nižja od gojišča S20Š30, kar se ne ujema s prvim 
poskusom. Zadnja analiza vpliva dekstrina v gojišču sovpada s krivuljo zvonaste oblike z 
optimalno koncentracijo dekstrina 3 g/L (4,45 ± 0,73 U/mL). 
4.3.2 Vpliv različnih virov dušika na produkcijo fitaze 
Pri optimizaciji vira dušika smo preučevali vpliv enostavnih (sečnine, amonijev sulfat) in  
kompleksnih (kvas, CSL, kvasni ekstrakt, sojin pepton, kazein) virov dušika na produkcijo 
fitaze v S. rimosus e24. 
 
Sečnina ima pozitiven vpliv na biosintezo fitaze (Slika 21). Najvišjo fitazno aktivnost (6,25 
± 1,58 U/mL) smo izmerili pri najnižji dodani koncentraciji sečnine (0,5 g/L). Z višanjem 
koncentracije sečnine je fitazna aktivnost padla, vendar je bila še vedno višja v primerjavi z 
aktivnostjo v osnovnem gojišču. Dodatek sečnine v koncentraciji 0,5 g/L predstavlja 
potencialni dodaten vir dušika v prihodnji optimizaciji gojišča, saj dvigne aktivnost fitaze za 
138 % v primerjavi z gojiščem S20Š30. 
 
 
Slika 21: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L z dodanimi različnimi viri dušika (sečnina, amonijev sulfat, kvas, kvasni ekstrakt, sojin pepton, kazein, 
CSL) po 5 dneh kultivacije 
Amonijev sulfat kot anorganski vir dušika pozitivno vpliva na biosintezo fitaze  (Slika 21).  
Amonijev sulfat v koncentraciji 3 g/L zviša fitazno aktivnost (6,21 ± 0,64 U/mL) za 136 % 
v primerjavi z gojiščem S20Š30 (2,63 ± 0,55 U/mL). Optimalna dodana koncentracija 
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amonijevega sulfata je 3 g/L, saj je pri nižji (1 g/L) in višji (6 g/L) koncentraciji fitazna 
aktivnost nižja.  
 
Vpliv koruzne omakalne vodice (CSL) smo testirali v koncentracijah 5, 10 in 20 g/L  (Slika 
21). Ob dodatku 5 in 20 g/L CSL je bila povprečna fitazna aktivnost nižja v primerjavi z 
gojiščem S20Š30. Ob dodatku 10 g/L je fitazna aktivnosti višja za 13 % v primerjavi z 
gojiščem S20Š30. V primerjavi z dodatkom sečnine in amonijevega sulfata,  vpliv CSL na 
biosintezo fitaze ni bistven.  
 
Ob dodatku kvasa v koncentraciji 5 g/L je bila fitazna aktivnost seva e24 (4,00 ± 0,39 U/mL) 
v primerjavi z aktivnostjo v S20Š30 za 52 % višja  (Slika 21). Višji koncentraciji kvasa (10 
in 20 g/L) imata izrazito negativen vpliv, saj ni bilo mogoče zaznati aktivnosti fitaze. Zato 
smo vpliv kvasa v nižjih koncentracijah (1, 3,5, 7 in 10 g/L) ponovno testirali  (Slika 22). Z 
višanjem dodane koncentracije kvasa fitazna aktivnost upada, pri koncentraciji 10 g/L pa 
več v kulturi več nismo zaznali fitazne aktivnosti. Tudi v prvi analizi (Slika 21) je bila 
produkcija fitaze popolnoma inhibirana pri koncentraciji kvasa 10 in 20 g/L . Kvas dodan v 
koncentraciji 5 g/L ima negativen vpliv na produkcijo fitaze, saj je fitazna aktivnost nižja v 
primerjavi z gojiščem S20Š30. Vendar dodatek kvasa zviša fitazno aktivnost v primerjavi z 
gojiščem S20Š30 za 77 % v koncentraciji 1 g/L  in 65 % v koncentraciji 3 g/L. Izmed vseh 
ponovno testiranih virov dušika, dosežemo najvišjo fitazno aktivnost (5,89 ± 1,24 U/mL) v 
gojišču S20Š30 z dodatkom kvasa v koncentraciji 1 g/L.  
 
Kvasni ekstrakt, sojin pepton in kazen v koncentraciji 5, 10 in 20 g/L imajo pozitiven vpliv 
na biosintezo fitaze, saj so vrednosti fitazne aktivnosti višje v primerjavi z gojiščem S20Š30 
(Slika 21). Povprečne vrednosti fitazne aktivnosti naraščajo z naraščajočo koncentracijo 
kvasnega ekstrakta, sojinega peptona in kazeina, zaradi česar smo ponovno testirali teh virov 
dušika (10, 15, 20, 25 in 30 g/L) (Slika 22). 
 
V prvi analizi vpliva kvasnega ekstrakta (Slika 21) so z naraščanjem koncentracije kvasnega 
ekstrakta naraščale vrednosti fitazne aktivnosti in so vse vrednosti višje v primerjavi z 
gojiščem S20Š30. Ravno tako v drugi analizi vpliva kvasnega ekstrakta (Slika 22) povprečne 
vrednosti fitazne aktivnosti naraščajo, vendar tudi pri najvišji koncentraciji (30 g/L) 
kvasnega ekstrakta ne presežemo vrednosti v gojišča S20Š30. Na podlagi druge analize 
vpliva dodanih virov dušika na produkcijo fitaze zaključimo, da kvasni ekstrakt nima 
pozitivnega vpliva na fitazno aktivnost v S. rimosus e24. 
 
V prvi analizi vpliva (Slika 21) sojinega peptona na produkcijo rekombinantne fitaze smo 
ugotovili da je z dvigom koncentracije sojinega peptona naraščala tudi fitazna aktivnost. Pri 
koncentraciji 20 g/L sojinega peptona je bila vrednost fitazne aktivnosti višja v primerjavi z 
gojiščem S20Š30. V drugi analizi (Slika 22) se z dvigom koncentracije sojinega peptona 
fitazna aktivnosti ni dvignila glede na gojišči brez sojinega peptona. Pri vseh gojiščih z višjo 
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koncentracijo sojinega peptona so bile vrednosti fitazne aktivnosti nižje glede na gojišče 
S20Š30 in osnovno gojišče, zato lahko ugotovimo, da sojin pepton ni primeren vir dušika za 
produkcijo fitaze v S. rimosus e24.  
 
 
Slika 22: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L z dodanimi različnimi viri dušika (kvas, kvasni ekstrakt, kazein, sojin pepton) po 5 dneh kultivacije 
V prvi analizi vpliva kazeina na produkcijo fitaze (Slika 21) je pri naraščanju koncentracije 
kazeina naraščala tudi fitazna aktivnost. V drugi analizi vpliva kazeina na produkcijo fitaze 
(Slika 22) so pri vseh koncentracijah (10, 15, 20, 25 in 30 g/L) povprečne fitazne aktivnosti 
višje  v primerjavi s kontrolnim gojiščem S20Š30. Ob dodatku kazeina v koncentraciji 15, 
20, 25 in 30 g/L se povprečne vrednosti fitazne aktivnosti med seboj ne razlikujejo bistveno. 
Na podlagi teh rezultatov lahko ugotovimo, da je dodatek kazeina v koncentraciji 15 g/L 
potencialno pozitivno vpliva na produkcijo fitaze v S. rimosus e24, saj se  fitazna aktivnost 
dvigne za 23 %. 
4.3.3 Vpliv sojinega in ribjega olja na produkcijo fitaze 
Sojino in ribje olje nimata pozitivnega vpliva na produkcijo fitaze, saj so povprečne 
vrednosti v gojiščih z dodatkom olj nižje od vrednosti v gojiščih brez dodanih olj (Slika 23). 
Sojino in ribje olje nista primeren dodatek v gojišču za rekombinanto produkcijo fitaze v S. 
rimosus e24. 
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Slika 23: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L z dodanim sojinim in ribjim oljem v koncentraciji 10 in 20 g/L po 5 dneh kultivacije 
4.3.4 Vpliv soli na produkcijo fitaze 
 
Pri optimizaciji makroelementov smo preučevali vpliv dodatka KH2PO4 ter vpliv različnih 
koncentracij soli v GOTC produkcijskem gojišču (CaCO3, NaCl in MgCl2). 
 
 
Slika 24: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L z dodanimi solmi (CaCO3, KH2PO4, NaCl, MgCl2) po 5 dneh kultivacije 
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Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) nima pozitivnega vpliva na biosintezo fitaze (Slika 24). 
Z dvigom koncentracije KH2PO4  fitazna aktivnost narašča, vendar ne presežejo aktivnosti 
fitaze izmerjene v gojišču S20Š30. Kalijev dihidrogen fosfat zato ni primeren dodatek v 
rekombinantni produkciji fitaze v S. rimosus e24. 
 
Ob dodatku MgCl2 v najnižji koncentraciji (0,5 g/L) je fitazna aktivnost nižja v primerjav s 
kontrolnim gojiščem S20Š30. Pri vseh ostalih koncentracijah MgCl2 (1, 2,5, 3 in 4 g/L) pa 
so vrednosti fitazne aktivnosti višje (Slika 24).  V gojišču z najvišjo koncentracijo MgCl2 (4 
g/L) je izmerjena najvišja fitazna aktivnost. V produkcijskem gojišču GOTC je že prisoten 
MgCl2 v koncentraciji 2 g/L. Tako smo predvidevali, da bo izmerjena aktivnost v gojišču 
S20Š30 (s koncentracijo MgCl2 2 g/L) med vrednostnima v gojiščih s koncentracijo 1 in 2,5 
g/L MgCl2,
 vendar rezultati niso v skladu s pričakovanji. Vpliv magnezijevega klorida smo 
analizirali v dodatnih testih, z višjimi koncentracijami (2, 3, 5, 7, 10 g/L) (Slika 25). V drugi 
analizi (Slika 25) povprečne vrednosti fitazne aktivnosti z višanjem koncentracije MgCl2 
naraščajo, vendar ne presežejo vrednosti fitaze v gojišču S20Š30. V prvem poskusu (Slika 
24) je bila povprečna fitazna aktivnost pri koncentraciji 4 g/L za 37 % višja v primerjavi z 
S20Š30 gojiščem. V drugi analizi (Slika 25)  pa pri koncentraciji 3 in 5 g/L nižja. Zaradi 
kontradiktornih rezultatov glede vpliva MgCl2 na produkcijo fitaze bi bilo smiselno ponoviti 
poskuse testiranja vpliva MgCl2 na produkcijo fitaze. 
 
Z dvigom koncentracije kalcijevega karbonata (CaCO3) naraščajo povprečne fitazne 
aktivnosti (Slika 24). Gojišče S20Š30 in osnovno gojišče že vsebuje 7,3 g/L kalcijevega 
karbonata. Tako smo predvidevali, da bo izmerjena aktivnost v gojišču s koncentracijo 
CaCO3 7,3 g/L med vrednostnima v gojiščih s koncentracijo 4 in 9 g/L CaCO3, kar smo z 
rezultati potrdili. Da bi določili optimalno koncentracijo CaCO3 smo testirali vpliv tudi višjih 
koncentracij (4, 7, 9, 12 in 15 g/L) CaCO3, kar je predstavljano na sliki 25. Povprečne 
vrednosti fitazne aktivnosti iz druge analize (Slika 25) se prilegajo zvonasti krivulji, kjer vrh 
predstavlja fitazno aktivnost (4,46 ± 0,74 U/mL) pri 9 g/L CaCO3. Tako v prvi (Slika 24), 
kot tudi v drugi analizi (Slika 25) je bila najvišja povprečna fitazna aktivnost izmerjena pri 
9 g/L CaCO3. Zato lahko ugotovimo, da dvig koncentracije kalcijevega karbonata iz 7,3 na 
9 g/L pozitivno vpliva na višjo rekombinanto produkcijo v S. rimosus e24. 
 
Povprečne vrednosti fitazne aktivnosti so ob dodatku natrijevega klorida (NaCl) v 
koncentracijah 0,5, 1, 3 in 5 g/L višje od vrednosti fitazne aktivnosti v gojišču S20Š30 in 
osnovnem gojišču (Slika 24). V sestavi produkcijskega gojišča GOTC je že prisoten NaCl v 
koncentraciji je 1,5 g/L. Tako smo predvidevali, da bo izmerjena aktivnost v gojišču S20Š30 
(s koncentracijo NaCl 1,5  g/L) med vrednostnima v gojiščih s koncentracijo 1 in 3 g/L NaCl, 
vendar rezultati niso v skladu s predvidevanji. Z dvigom koncentracije NaCl povprečna 
fitazna aktivnost pada. Najvišji fitazni aktivnosti smo izmerili v gojiščih z dodatkom NaCl 
v koncentraciji 0,5 g/L (5,35 ± 0,30 U/mL) in 1 g/L (5,23 ± 0,10 U/mL). V ponovljeni analizi 
(Slika 25) pa smo testirali vpliv nižjih koncentracij NaCl (0,2, 0,3, 0,5 in 1 g/L) na fitazno 
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aktivnost S. rimosus e24, kar je predstavljeno na sliki 25. V drugi analizi (Slika 25)  vpliva 
NaCl povprečne fitazne aktivnosti naraščajo z dvigom koncentracije NaCl. Izjema je le 
vrednost v gojišču z dodatkom 0,5 g/L NaCl, kjer fitazna aktivnost pade. V prvi analizi (Slika 
24) sta bili najvišji fitazni aktivnosti v gojiščih z dodatkom 0,5 g/L in 1 g/L, v drugi analizi 
pa v gojišču z 1 g/L (5,61 ± 0,39 U/mL).  
 
Slika 25: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L z dodanimi solmi (MgCl2, CaCO3, NaCl,) po 5 dneh kultivacije 
4.3.5 Vpliv mikroelelentov Zn2+, Mn2+ in Fe2+ na produkcijo fitaze 
 
Med mikroelementi smo testirali vpliv cinka, mangana in železa na produkcijo fitaze v S. 
rimosus e24. Pri vseh treh testiranih mikroelementih smo določili optimalno koncentracijo, 
saj so vrednosti prilegajo krivulji v zvonasti obliki, kjer vrh predstavlja optimalno testirano 
koncentracijo (Slika 26). 
 
Ob dodatku elementov Zn2+, Mn2+ in Fe2+ so fitazne aktivnosti z dvigom koncentracije 
mikroelemnetov naraščale in nato padle. V osnovnem GOTC produkcijskem gojišču je Zn2+ 
prisoten v koncentraciji 100 mg/L,  Mn2+ pa v koncentraciji 37,5 mg/L. Iz predstavljenih 
rezultatov je razvidna optimalna koncentracija 100 mg/L za cink (Slika 26). Osnovno 
produkcijsko gojišče vsebuje že optimalno koncentracijo Zn2+ za rekombinanto produkcijo 
fitaze. Iz grafa je razvidno (Slika 26), da ima dodatek Mn2+ in Fe3+ večji vpliv na dvigovanje 
fitazne aktivnosti v primerjavi z  Zn2+. Najvišjo fitazno aktivnost izmed vseh testiranih 
koncentracij Mn2+ smo izmerili pri dodatku 50 mg/L (3,18 ± 0,66 U/mL), kar predstavlja 
optimalno koncentracijo za ta mikroelelent. Rezultati naše analize kažejo, da je potrebno za 
višjo produkcijo fitaze povečati koncentracijo mangana iz 37,5 mg/L (koncentracija v 
osnovnem gojišču) na 50 mg/L, saj je fitazna aktivnost višja za 26%. V osnovni sestavi 
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produkcijskega gojišča ni prisotnega železa, rezultati naše analize pa kažejo pozitiven vpliv 
na fitazno aktivnost, v primerjavi z gojiščem S20Š30. Optimalna koncentracija Fe2+ je 30 
mg/L, kjer smo izmerili najvišjo fitazno aktivnost (3,38 ± 0,45 U/mL). 
 
 
Slika 26: Fitazna aktivnost seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L z dodanimi mikroelementi (Zn2+, Mn2+ in Fe3+) po 5 dneh kultivacije 
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5 RAZPRAVA 
 
Cilj magistrske naloge je bil optimizacija produkcijskega gojišča za biosintezo fitaze v 
Streptomyces rimosus. S. rimosus se uporablja za produkcijo tetraciklinskih antibiotikov 
(Petković in sod., 2006), zato je gojišče prilagojeno sintezi antibiotikov, ne pa heterologni 
produkciji encimov. Zaradi nekaterih ugodnih lastnosti seva S. rimosus ta sev danes 
testiramo tudi kot gostiteljski sistem za heterologno produkcijo encimov (Magdevska, 2011). 
Optimalna sestava gojišča za produkcijo ciljnih heterolognih proteinov bo omogočila hitrejši 
razvoj bioprocesa, preučevanje heterolognega izražanja proteinov v S. rimosus in možnost 
komercialne aplikacije. 
5. 1 IZBIRA SEVA 
V prvem delu optimizacije gojišča smo preučevali vpliv različnih koncentracij sojine moke 
(10, 20, 40 in 50 g/L) v odvisnosti od koncentracije koruznega škroba (20, 30 in 40 g/L) ter 
vpliva glukoze (20 g/L) na produkcijo fitaze v rekombinantnih sevih S. rimosus e24 in e29. 
Optimizacijo gojišča smo začeli na osnovi GOTC gojišča, ki se uporablja v laboratorijskih 
testiranjih za produkcijo oksitetraciklina. Zato smo to gojišče imenovali »osnovno gojišče«, 
ki za potrebe teh eksperimentov predstavlja kontrolo. 
 
Če povzamemo celotne rezultate prvega sklopa, lahko opazimo da imajo različne 
koncentracije sojine moke in koruznega škroba vpliv na produkcijo fitaze v S. rimosus e24 
in e29.  V gojiščih s koncentracijo sojine moke 10 in 20 g/L so fitazne aktivnosti seva z 
oznako e24 višje v primerjavi s sevom e29. V gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 in 50 
g/L so razlike v izmerjeni fitazni aktivnosti med sevoma e24 in e29 manjše, kot v gojiščih s 
koncentracijama 10 in 20 g/L. Na podlagi predstavljenih rezultatov (glej 4.1.3 in 4.1.4) lahko 
rečemo, da sta koncentraciji sojine moke 40 in 50 g/L previsoki, saj negativno vplivata na 
donos fitaze. Najvišji izmerjeni fitazni aktivnosti za sev e24 sta v gojišču S20Š20 po 5 dneh, 
ter v gojišču S20Š30 po 7 dneh. Najvišji fitazni aktivnosti za sev e29 smo izmerili v gojišču 
S40Š30 po 5 dneh, ter v gojišču S40Š20 po 7 dneh. Nižje vrednosti fitazne aktivnosti seva 
e29 so lahko posledica slabše rasti v inokulacijskem in posledično produkcijskem gojišču ali 
pa manjša količina izraženih hidrolitičnih encimov, ki omogočajo razgradnjo kompleksnih 
hranil. 
V osnovnem produkcijskem gojišču GOTC je koncentracija sojine moke 42 g/L ter 
koruznega škroba 28 g/L, zato smo predvidevali, da bosta v gojišču z oznako S40Š30 fitazni 
aktivnosti enaki, vendar je pri tem prišlo do večjih odstopanj tako pri sevu e24 in e29 (Slika 
12 in 13)Razlog za razlike med izmerjenimi fitaznimi aktivnostmi v osnovnem gojišču in 
gojišču S40Š30 je lahko biološka variabilnost ali verjetneje napake med zorčenjem, analizo 
ali samo pripravo gojišč, ki so kompelksna in težavnejša za pripravo kot npr. enostavna 
gojišča za E. coli. Zato je zelo pomembno omeniti, da je namen teh eksperimentov, da 
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pridobimo okvirne podatke o izbiri in vsebnosti vira ogljika in dušika ter razmerju med 
virom ogljika in dušika.  
 
Kompleksna industrijska gojišča navadno vsebujejo enostavno in težko razgradljiv 
(kompleksen) vir ogljika (Kampen, 1996). V produkcijskem gojišču GOTC predstavlja 
kompleksen vir ogljika koruzni škrob (Boyer, 2005) in delno sojina moka (sojina moka 
vsebuje 30 - 40 % sladkorjev) (Grieshop in sod., 2003). Enostaven ogljikov hidrat je glukoza, 
ki smo jo dodali v gojišče, s čimer smo želeli preveriti vpliv dodatka enostavnega sladkorja 
na donos fitaze. Namreč, enostaven vir ogljika, kot je to glukoza, pogosto spodbuja hitrejše 
nastajanje biomase, kar lahko pozitivno vpliva na donos ciljnega produkta.. Če povzamemo 
rezultate predstavljene v poglavju 4.1 ima glukoza negativen vpliv na biosintezo fitaze, le v 
nekaterih primerih je pozitiven vpliv glukoze viden po 7 dneh kultivacije (Slika 9, 11 in 14). 
 
Biosintezo fitaze v S. rimosus smo spremljali po 3, 5, in/ali 7 dneh. Po 3 dnevni kultivaciji 
je fitazna aktivnost seva e24 in e29 v vseh gojiščih narastla, ker pomeni da je tri dnevna 
kultivacija nesmiselna, saj biosinteza fitaze še poteka (Slika 13 in 14). Po 5 dneh kultivacije 
so bile fitazne aktivnosti seva e24 v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 in 40 g/L višje 
v primerjavi s 7 dnem (Slika 9 in 11), v gojiščih s 50 g/L sojine mokre pa so fitazne aktivnosti 
7 dan narastle v primerjavi s 5 dnem (Slika 13). To pomeni, da je za 7 dnevni prosec 
primernejše gojišče z višjo koncentracijo sojine moke (50 g/L).   
5.2 VPLIV RAZMERJA MED SOJINO MOKO IN ŠKROBOM 
Z namenom, da pridobimo bolj kakovostne podatke o vplivu količine sojine moke v 
odvisnosti s koruznim škrobom, smo v drugem sklopu izvedli eksperiment z različnimi 
koncentracijami sojine moke (20, 30, 40 in 50 g/L) in škroba (20, 30, 40, 50 in 60 g/L).  Na 
podlagi vseh predstavljenih rezultatov v poglavju 4.1, predvsem zaradi višjih donosov 
heterologne fitaze, smo za nadaljnjo optimizacijo gojišča izbrali sev S. rimosus z oznako 
e24.  
 
Pri nizkih koncentracijah preučevanega hranila je hitrost rasti proporcionalna njegovi 
koncentraciji, ob naraščanju njegove koncentracije pa naraste tudi hitrost rasti do 
maksimalne vrednosti. Hitrost rasti je maksimalna do točke, ko koncentracija preučevanega 
hranila doseže inhibitorno stopnjo, pri kateri prične hitrost rasti upadati (Kampen, 1996). Ob 
predpostavki, da je produkcija fitaze premo sorazmeren s stopnjo rasti, se naši rezultati 
ujemajo s prej omenjeno tezo. V gojiščih s koncentracijo sojine moke 10 g/L so donosi 
heterologne fitaze nizki, maksimalno produktivnosti dosežemo v gojiščih z 20 in 30 g/L 
sojine moke in v gojiščih s 40 in 50 g/L sojine moke donos pade. V primerjavi s prvim 
sklopom analiz smo v drugem preverjali vpliv še višjih koncentracij škroba; poleg 20, 30, 
40 g/L smo testirali tudi 50 in 60 g/L škroba. Višji koncentraciji škroba (50 in 60 g/L), ki 
predstavljata vir ogljika, nimata značilnega vpliva na povišanje biosinteze fitaze v S. rimosus 
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e24. Predvidevamo, da ima mikroorganizem na razpolago dovolj ogljika in višje 
koncentracije nimajo vpliva, saj jih ne more izkoristiti. Možen razlog pa je tudi odsotnost ali 
pomanjkanje drugega/drugih potrebnih elementov in zato rast ni optimalne rasti pri višjih 
koncentracijah sojine moke. 
 
V osnovnem gojišču je razmerje med sojino moko in škrobom S : Š = 1,5 : 1 in je 
produktivnost višja po 7 dneh gojenja v primerjavi s petim dnevom. Najvišje fitazne 
aktivnosti smo izmerili v gojiščih S20Š30, S20Š50, S20Š60 po 5 dneh z razmerjem S : Š = 
1 : 1,5, S : Š = 1 : 2,5 in S : Š = 1 : 3. Po 7 dneh smo najvišje fitazne aktivnosti izmerili v 
gojiščih S30Š30, S30Š50 in S40Š20 z razmerji S : Š = 1 : 1, S : Š = 1 : 1,7 in S : Š = 2 : 1. 
Iz pridobljenih rezultatov po 5 dneh je razvidno, da je donos višji v primeru, ko je količina 
škroba višja od količine sojine moke od 1,5 do 3-krat. Iz rezultatov pridobljenih po 7 dneh 
ne moremo določiti optimalnega razmerja med sojino moko in škrobom, vendar pa lahko 
zaključimo, da je donos po 7 dneh višji v gojiščih z višjo količino sojine moke (višjo od 20 
g/L). 
 
Poleg razmerja med sojino moko in koruznim škrobom smo izračunali razmerje med 
celokupno količino ogljika in dušika (celokupni C/N), razmerje med celokupno količino 
ogljika in proteini ter razmerje med škrobom in proteini (Priloga L). Prej našteta razmerja 
sledijo istim trendom, zato bodo v nadaljevanju opisani le rezultati razmerja med celokupnim 
C/N. Iz rezultatov pridobljenih po 5 dneh kultivacije lahko zaključimo, da v primeru ko je 
razmerje med celokupnim C/N manjše od vrednosti 2, je donos fitaze nizek (Priloga M). V 
primeru ko je razmerje med celokupnim C/N večje od 4, ima to pozitiven vpliv na donos 
fitaze. Najvišje razmerje med celokupnim C/N, katerega smo analizirali je 5,9 zato lahko 
zaključimo, da ima razmerje C/N med 4 in 5,9 pozitiven vpliv na biosintezo fitaze. V gojiščih 
z najvišjim donosom fitaze po 5 dneh znašajo razmerja med celokupnim C/N:  v gojišču 
S20Š30 3,2, v S20Š50 5,0 in v S20Š60 5,9. Za optimalno produkcijo fitaze v S. rimosus je 
potrebna od 3,2 do 5,9-kratna količina ogljika glede na količino dušika. Po 7 dneh smo 
najvišje fitazne aktivnosti izmerili v gojiščih S30Š30, S30Š50 in S40Š20, kjer so razmerja 
med celokupnim C/N 2,4, 3,6 in 1,5 (Priloga N). Za optimalno razmerje za produkcijo fitaze 
v S. rimosus s 7-dnevno kultivacijo je potrebna od 1,5 do 3,6-kratna količina ogljika glede 
na količino dušika. Po 7 dneh kultivacije je prišlo do negativnega vpliva na produkcijo fitaze 
v primerih, ko je bilo razmerje celokupnega C/N višje od 4. V primerjavi s 5 dnem so po 7 
dneh vrednosti razmerja celokupnega C/N nižja v gojiščih z najvišjim donosom. Potrebno 
pa je opozoriti, da je bila produkcija fitaze po 7 dneh višja v gojiščih, kjer je bila količina 
virov ogljika in dušika (sojina moka) višja v primerjavi z optimalnimi gojišči po 5 dneh. 
Višja količina sojine moke omogoča časovno daljši proces, hkrati pa se pri višjih 
koncentracijah sojine moke razmerje celokupnega C/N zmanjša in ni tako izrazitih razlik 
med količino vira ogljika in dušika.  
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Na podlagi rezultatov druge analize smo za nadaljnja testiranja izbrali gojišče s 
koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijo škroba 30 g/L  (S20Š30) s 5 dnevnim 
bioprocesom. V osnovnem gojišču (3,11 ± 0,32 U/mL) je razmerje S: Š = 1,5 : 1, v izbranem 
gojišču S20Š30 (6,99 ± 0,42 U/mL) pa S : Š = 1 : 1,5, kar je ravno obratno. Razmerje med 
celokupnim C/N je v osnovnem gojišču 1,8, v gojišču S20Š30 pa 3,2. Za nadaljnjo 
optimizacijo produkcije fitaze je  testiranje  izhajalo iz gojišča S20Š30, z razmerjem med 
elementi ogljika, dušika in fosforja C: N: P=255: 81: 1. Izbrali smo gojišče S20Š30, kjer je 
bila produktivnost višja po 5 dneh glede na 7. dan, kar je tudi s stališča časovne in ekonomske 
izvedbe ugodnejše. Gojišče S20Š30 pa je tudi cenejše v primerjavi s produkcijskim gojiščem 
GOTC, zaradi nižje koncentracije sojine moke in škroba. 
 
Vsekakor smo v grobem določili optimalno koncentracija škroba in sojine moke ter njuno 
razmerje. Poleg različnih koncentracij oziroma razmerja teh dve osnovnih industrijskih 
sestavin vplivajo na donos fitaze tudi drugi pogoji v gojišču, kot je npr. topnost kisika, 
gibanje pH vrednosti v času biosinteze in drugi fiziološki parametri, ki pa jih ni mogoče 
kontrolirati na stresalniku. Zato smo s tem pristopom le prišli do okvirnih parametrov, ki se 
nanašajo na koncentracijo sojine moke in škroba oziroma njunih razmerij. Za določitev 
natančne sestave gojišča za optimalno produkcijo fitaze, pa bo potrebno proces prenesti v 
bioreaktor, kjer je mogoče vse parametre natančno slediti in jih tudi voditi v času bioprocesa.  
5.3 VPLIV VIROV OGLJIKA 
Celica je sestavljena iz približno 50 % ogljika (Madigan in sod., 1997). Z oksidacijo 
ogljikovih spojin kemoorganotrofi sintetizirajo celično maso, metabolite in pridobivajo 
energijo (Greasham in Herber, 1997). Pogosto uporabljeni viri C so lahko monosaharidi 
(glukoza, fruktoza), disaharidi (laktoza, melasa) in polisaharidi (dekstrin, škrob, celuloza), 
polioli (glicerol) in olja (Masurekar, 2008). V okviru magistrske naloge smo kot vir ogljika 
testirali vpliv glukoze, glicerola, manitola, saharoze, laktoze in dekstrina na biosintezo fitaze 
s S. rimosus e24. Poleg prej naštetih virov ogljika, je seveda v produkcijskem gojišču GOTC 
prisoten škrob in sojina moka. V sojini moki se nahaja 30 - 40 % sladkorjev (glukoza, 
galaktoza, saharoza, arabinoza, ksiloza…) (Eldrige in sod., 1979, Grieshop in sod., 2003). 
 
Glukoza je hitro razgradljivi vir ogljika za Streptomyces sp. in lahko sproži katabolno 
represijo (Sanchez in sod., 2010). Poleg katabolne represije lahko previsoka koncentracija 
glukoze negativno vpliva tudi na tvorbo biomase zaradi dehidracije (plazmolize) (Greasham 
in Herber, 1997). Možna rešitev je dodatek glukoze v nižji koncentraciji in nato kontinuirno 
dodajanje med gojenjem v bioreaktorju ali vzdrževanje nižje koncentracija glukoze v 
kombinaciji s počasi razgradljivim virom ogljika, saj glukoza podpira hitro rast, drugi 
kompleksnejši vir ogljika pa sintezo produkta (Greasham in Herber, 1997). Rezultati naše 
analize kažejo, da glukoza ni primeren dodaten vir ogljika za produkcijo fitaze v S. rimosus 
e24 na laboratorijskem nivoju. 
 
Slemc L. Optimizacija biosinteze rekombinantne fitaze v bakteriji Streptomyces rimosus.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
52 
 
 
Manitol in glicerol imata negativen učinek na biosintezo fitaze v S. rimosus e24. Glicerol in 
manitol lahko delujta kot katabolična represorja (enako kot glukoza) npr. glicerol v S. 
lividans represira biosintezo hitinaze in v S. kanamyceticus α-amilazo, manitol pa S. limosus 
α-amilaze (Hodgson, 2000). Za S. rimosus še ni bilo narejenih podobnih raziskav, vendar pa 
bi lahko na podlagi inhibitornega učinka (Slika 19) lahko sklepali, da imata glicerol in 
manitol vlogo pri regulaciji katabolizma ogljika. 
 
Iz skupine disaharidnih sladkorjev smo testirali vpliv saharoze in laktoze na produkcijo 
fitaze v S. rimosus e24. Ob dodatku saharoze ni prišilo do povišanja biosinteze fitaze v 
primerjavi z gojiščem S20Š30. Dodatek laktoze v konecntraciji 25 g/L ima pozitiven vpliv 
na izmerjenot fitazno aktivnost v primerjavi z gojiščem S20Š30, zato je primeren dodatek 
za nadalnjo optimizacijo gojišče.   
 
Dekstrin je nizkomolekularni ogljikov hidrat, ki nastane s hidrolizo škroba (Boyer, 2005). V 
drugem sklopu analiz (glej poglavje 4.2) ob dvigu koncentracije škroba ni prišlo do povišane 
biosinteze fitaze, zato smo pričakovali, da dekstrin ne bo imel pozitivnega vpliva na 
produkcijo. Rezultati so pokazali, da dodatek dekstrina v koncentraciji 3 g/L pozitivno 
vpliva na produkcijo fitaze v S. rimosus e24.  Predvidevamo, da je dekstrin  kot že razgrajena 
oblika škroba, lažje dostopen vir ogljika celici in zato dodatek dekstrina v nizki koncentraciji 
pozitivno vpliva na produkcijo fitaze. Dvigovanje koncentracije dekstrina pa ne vpliva na 
donos, kar sovpada z opažanji, da dvigovanje koncentracije škroba ne vpliva na produkcijo 
fitaze v S. rimosus e24.  
 
Z dodatkom laktoze in dekstrina se celokupna količina ogljika v primerjavi z dušikom 
poviša. V primeru laktoze (25 g/L) je razmerje med celokupnim C/N 5,4, ob dodatku 
dekstrina (3 g/L) pa znaša 5,4 (Priloga O). Optimalno razmerje med celokupnim 
ogljikom/dušikom za 5 dnevni bioproces znaša med 3,2-5,9 (Poglavje 5.2). Z dodatkom 
laktoze in dekstrina se razmerje med celokupnim ogljikom in dušikom spremeni, vendar je 
znotraj prej omenjenega optimalnega območja. 
5.4 VPLIV VIROV DUŠIKA 
 
Dušik se v primarnem metabolizmu uporablja za biosintezo purinov, pirmidinov in 
aminokislin (Madigan in sod., 1997). V gojišču se lahko uporabljajo anorganski (sečnina, 
amonijeve soli, nitrati..) ali organski (kompleksni) viri dušika (sojina moka, pepton, kvasni 
hidrolizat, CSL …)  (Greasham in Herber 1997). V obsegu magistrske naloge smo kot vir 
dušika testirali vpliv sečnine, amonijevega sulfata, kvasa, kvasnega hidrolizata, sojinega 
peptona, kazeina in CSL. Vir dušika v gojišču predstavlja sojina moka, ki vsebuje okrog 50 
% proteinov (Porter in Jones, 2003). Poleg sojine moke je vir dušika v produkcijskem gojišču 
GOTC tudi amonijev sulfat. Streptomyces sp. izločajo številne proteaze in peptidaze, ki 
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omogočajo razgradnjo virov dušika. Tako kot pri ogljiku, tudi pri dušiku prihaja do 
hierarhične porabe virov dušika in katabolne represije z dušikom in/ali ogljikom (Kampen, 
1996). 
 
Kot vir anorganskega dušika smo testirali vpliv sečnine in amonijevega sulfata na biosintezo 
fitaze v S. rimosus e24. Sečnina je pozitivno vplivala na produkcijo fitaze in je zato primeren 
vir dušika v nadaljnji optimizaciji gojišča. Najvišji donos fitaze smo izmerili v gojišču s 
sečnine koncentracije 0,5 g/L. Sečnina se razgradi z encimom ureaza, ki so ga npr. 
identificiran v S. clavuligerus (Bascaran in sod., 1989). Na podlagi predstavljenih rezultatov 
(Slika 21), predvidevamo, da je ureaza prisotna tudi v S. rimosus. Tako kot sečnina ima tudi 
amonijev sulfat pozitiven vpliv na biosintezo fitaze. Optimalna koncentracija amonijevega 
sulfata je 3 g/L. Ob metaboliziranju amonijevega sulfata nastanejo kisline, ki znižajo pH 
vrednost gojišča. V našem primeru ne vemo ali je prišlo do znižanja pH vrednosti, vendar, 
če je do tega prišlo, verjetno ni imelo negativnega vpliva na rast ter produkcijo fitaze. V 
gojišču je prisoten tudi puferski sistem MOPS, ki vsaj delno  preprečuje padec pH vrednosti. 
Produkcijsko gojišče po svoji sestavi že vsebuje amonijev sulfat (6 g/L). Rezultati naše 
analize kažejo, da je potrebno koncentracijo amonijevega sulfata dvigniti iz 6 na 9 g/L. 
 
Pri optimizaciji vira dušika smo preverjali vpliv organskih virov dušika: kvas, kvasni 
ekstrakt, sojin pepton, kazein in CSL. Kvas v koncentraciji 10 in 20 g/L ima negativen vpliv, 
saj popolnoma inhibira produkcijo fitaze. Nižje koncentracije kvasa nimajo inhibitornega 
vpliva, saj smo določili optimalno konecntracijo kvasa (1 g/L), ki zviša biosintezo fitaze v 
primerjavi z gojiščem S20Š30, zato bo to izhodiščna koncentracija v prihodnji optimizaciji 
gojišča.  
 
Hidrolizat kvasovk, kvasni ekstrakt je vir dušika, hkrati pa vsebuje tudi vir ogljika, žvepla, 
fosforja, vitaminov B kompleksa, elemente v sledovih in rastne faktorje (Yeast Extract…, 
2016). Kljub raznoliki in bogati sestavi, kvasni ekstrakt ni primeren vir dušika za 
heterologno produkcijo fitaze v S. rimosus e24. Kvas in kvasni ekstrakt se po svoji osnovni 
sestavi ne razlikujeta bistveno (Kampen, 1996), vendar je dodatek kvasa pozitivno vplival 
na povečanje biosinteze fitaze, kvasni ekstrakt pa ne. Hkrati pa kvas v koncentracijah višjih 
od 10 g/L inhibitorno vpliva na biosintezo fitaze, kvasni ekstrakt pa nima takšnega 
negatvivnega vpliva.  
 
CSL je predvsem vir dušika, hkrati pa vsebuje tudi mlečno kislino (vir ogljika), ter vitamine 
in minerale (Kampen, 1996). Rezultati naše analize so pokazali, da dodatek CSL nima 
pozitivnega vpliva na biosintezo fitaze v S. rimosus e24 (Slika 21). 
 
Dodatek sojinega petpona v različnih konecntracijah nima pozitivnega vpliva na produkcijo 
fitaze v S. rimosus e24. Tudi ob višanju koncentracije sojine moke (nad 30 g/L) ni prišlo do 
dviga fitazne aktivnosti. Predvidevamo da sojini proteini niso najprimernejši vir dušika in 
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ogljika oziroma ne smejo biti prisotni v visokih koncentracijah za heterologno produkcijo 
fitaze v S. rimosus e24. 
 
Vir dušika (13,5-15 %) v kazeinu predstavljajo fosfoproteini (Casein…, 2017). Fosfatne 
skupine bi lahko v testu merjenja fitazne aktivnosti (glej 3.3.5) reagirale z amonijev 
molibdenom in bi tako pridobili lažno pozitivne rezultate. Vendar pa korelacija  med 
dvigovanjem koncentracije kazeina in fitazno aktivnostjo ni linearna, tako da predvidevamo, 
da so pridobljeni rezultati zanesljivi. Z dodatkom kompleksnih virov dušika in ogljika vedno 
dodajmo vir fosforja, ki lahko reagira z amonijev molibdenom. Posebno previdni bi morali 
biti, če bi linearno naraščala fitazna aktivnost z dodanim kompleksnim virom hranil. 
 
Z dodatkom sečnine, amonijevega sulfata, kvasa in kazeina se poviša količina dušika v 
primerjavi z ogljikom. V primeru sečnine znaša razmerje med celokupnim C/N 3,1, ob 
dodatku amonijevega sulfata 3,0, ob dodatku kvasa 2,9 in ob dodatku kazeina 1,37 (Priloga 
O). Optimalno razmerje med celokupnim ogljikom/dušikom za 5 dnevni bioproces znaša 
med 3,2-5,9 (Poglavje 5.2). Vendar pa rezultati vpliva virov dušika kažejo, da je za 
doseganje visokih donosov heterologne fitaze primerno tudi razmerje med celokupnim C/N 
od 1,4 do 3,1.To razmerje pa ne velja na splošno za vse vire dušika (enako velja tudi za vire 
ogljika), saj imajo različni viri dušika raznolike vplive na produkcijo fitaze. Izmed vseh 
testiranih virov ogljika in dušika smo najvišje fitazne aktivnosti izmerili v gojiščih z 
dodatkom sečnine, amonijevega sulfata in kvasa (Slika 21, 22), kar pomeni, da ima dodatek 
dušika v gojišču višji vpliv na donos kot dodatek ogljika. Predvidevamo, da je količina 
ogljika, ki izhaja iz sojine moke in škroba zadostna, saj dodatni viri ogljika nimajo tako 
izrazitega vpliva na produkcijo fitaze. Vir dušika  v produkcijskem gojišču GOTC so sojini 
proteini in  amonijev sulfat, dodatek sečnine in dodatna količina amonijevega sulfata 
predstavljata dodaten anorganski vir dušika, ki ima pozitiven vpliv na donos fitaze. Kvas pa 
poleg proteinov vsebuje tudi vitamine in druge rastne faktorje, ki pozitivno vplivajo na 
biosintezo fitaze v S. rimosus. 
5.5 VPLIV OLJ 
 
V obsegu magistrske naloge smo preverjali vpliv sojinega in ribjega olja na heterologno 
produkcijo v S. rimosus e24. Dodatek sojinega in ribjega olja se je izkazal kot nepotreben, 
saj ni prišlo do povišanja produkcije fitaze v S. rimosus e24. Sojino in ribje olje lahko delujta 
kot vir ogljika (Greasham in Herber, 1997). Predvidevamo, da je v gojišču S20Š30 zadostna 
koncentracija sladkorjev, ali pa mikroorganizem ne more tako učinkovito izkoristiti olj. 
Sojino olje pa se v gojiščih uporablja tudi v vlogi protipenilca (Greasham in Herber, 1997), 
tako da bo potrebno primernost dodatka sojinega olja testirati v bioreaktorskih sistemih. 
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5.6 VPLIV SOLI 
 
Poleg glavnih makroelementov ogljik, dušik, kisik in vodik, mikroorganizmi potrebujejo za 
svoje delovanje tudi druge elemente (ione), kot so fosfor (P), žveplo (S), kalij (K), magnezij 
(Mg), natrij (Na) in kalcij (Ca) (Madigan in sod., 1997).  
 
Fosfor je ključen element nukleinskih kislin, fosfolipidov in energetskega metabolizma 
(Masurekar, 2008). Ob dodatku KH2PO4 v gojišču ni prišlo do dviga aktivnosti fitaze v S. 
rimosus e24, saj je bila pri vseh dodanih koncentracijah povprečna fitazna aktivnost nižja 
kot v gojiščih brez dodatka. Fosfat je prisoten tudi v sojini moki v obliki fosfolipidov ter 
fitinske kisline (0,65-0,8%) (Porter in Jones, 2003). Hkrati pa so tudi kompleksna hranila vir 
fosforja oz. fosfatnih skupin. Kot že omenjeno, ta lahko dajo lažno pozitiven rezultat zato je 
potrebno to tudi upoštevati pri interpretaciji rezultatov. Domnevamo pa, da je rekombinantna 
fitaza udeležena pri razgradnji fitinske kisline iz sojine moke, tako da ob dodatku fosforja 
že presežemo optimalno koncentracijo fosforja za S. rimosus e24.  
 
Magnezij stabilizira ribosome, celične membrane in nukleinske kisline ter je kofaktor 
številnih encimov (Madigan in sod., 1997). V osnovnem GOTC produkcijskem gojišču je 
koncentracija MgCl2 2 g/L, vir Mg
2+ ionov pa predstavlja tudi sojina moka (Porter in Jones, 
2003). Na podlagi pridobljenih nasprotujočih si rezultatov (glej 4.3.4) predlagamo ponovno 
analizo vpliva Mg2+ na rekombinanto produkcijo fitaze v S. rimosus e24, saj nismo uspeli 
določiti optimalne koncentracije 
 
CaCO3 je vir Ca
2+ kationov, ki imajo pomembno vlogo v vzdrževanju celičnih struktur, 
gibljivosti, transportu, sporulaciji in sodelujejo kot kofaktorji encimov (Dominguez, 2004), 
hkrati pa CaCO3 nevtralizira nastale kisline tekom metabolizma (Kämpfer, 2005). Vpliv 
CaCO3 smo preverjali v dveh analizah (glej 4.3.4), v obeh primerih se je kot najbolj 
optimalna koncentracija izkazala 9 g/L.  
 
Natrijev ion ima pomembno vlogo pri vzdrževanju pH homeostaze (Padan in sod., 2001), 
hkrati pa spodbuja rast, sporulacijo in pigmentacijo (Kämpfer, 2005). Osnovno GOTC 
produkcijsko gojišče vsebuje 1,5 g/L NaCl, tako da na podlagi rezultatov (glej 4.3.4) 
predlagamo nižjo koncentracijo NaCl v gojišču za produkcijo fitaze v S. rimosus e24. 
5.7 VPLIV MIKROELEMENTOV 
Pomemben vpliv na rast celic in produkcijo primarnih ter sekundarnih metabolitov imajo 
tudi mikroelementi kot so Co, Mo, Mn, Ca, B, Zn, Fe in drugi (Madigan in sod., 1997). 
Mikroelemnti se navadno dodajo v gojišča v obliki soli, v kompleksnih gojiščih pa so lahko 
prisotni že v nekaterih komponentah kot je kvasni ekstrakt, sojina moka ipd. (Ertola in sod., 
1995).  
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Cink ima lahko pomembno vlogo v izražanju genov, splošnem celičnem metabolizmu in 
deluje kot kofaktor virulenčnih faktorjev. Cinkovi proteini so udeleženi v DNA replikaciji, 
glikolizi, regulaciji pH, biosintezi aminokislin (Porcheron in sod., 2013).  Rezultati naše 
analize so potrdili, da je koncentracija cinka (100 mg/L), ki je že definirana v produkcijskem 
gojišču, že optimalna in je ni potrebno spreminjati. 
 
Mangan sodeluje pri različnih celičnih procesih (metabolizem lipidov, proteinov in 
ogljikovih hidratov), ščiti pri oksidativnem stresu in je kofaktor encimov (Porcheron in sod., 
2013).  Mangan je prisoten v produkcijskem gojišču GOTC v koncentraciji 37,5 mg/L. Na 
podlagi predstavljenih rezultatov (poglavje 4.3.5) optimalna koncentracija Mn za produkcijo 
fitaze v S. rimosus e24 50 mg/L. 
 
Železo ima ključno vlogo v celičnem dihanju, saj je ključna komponenta citokromov in 
železo-žveplovih proteinov vključenih v transport elektronov (Madigan in sod., 1997). 
Železo je pomemben mikroelement, ki zviša produkcijo fitaze v S. rimosus e24 ob dodani 
konecntraciji 30 mg/L. 
5.8 ZAKLJUČEK 
V okviru magistrske naloge smo testirali veliko število različnih gojišč ter preverili vpliv 
dodatnih virov ogljika, dušika in elementov na produkcijo fitaze S. rimosus. Vendar pa cilj 
magistrskega dela ni bil konstrukcija novega gojišča, temveč le ugotovitev kateri viri imajo 
pozitiven vpliv na biosintezo fitaze. Za popolnoma optimizirano gojišče za produkcijo 
heterologne fitaze so potrebna še nadaljnja testiranje. Potrebno je preveriti vpliv 
medsebojnega efekta različnih komponent in to potem združiti v eno gojišče. Potrebno pa se 
je zavedati, da je delo potekalo v manjšem merilu (na stresalniku). Ob prenosu v večje merilo 
(bioreaktorski sistem) bo tako potrebna dodatna reoptimizacija gojišča. Za produkcijo fitaze 
v bioreaktorju bo najverjetneje potrebno dvigniti koncentracijo vira ogljika ter mogoče 
koncentracijo vira dušika ter najverjetneje bo potrebno dohranjevanje. Proces v bioreaktorju 
bo tudi omogočal nadzor in korekcijo optimalne pH vrednosti, optimalen dovod kisika, 
hitrost mešanja in preostale bioprocesne parametre. Delo predstavljeno v magistrski nalogi 
je le začeten korak pri nadaljnji optimizaciji in razvoju procesa produkcije heterologne fitaze 
s S. rimosus. 
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6 SKLEPI 
 
-Količina sojine moke in koruznega škroba oz. njuno razmerje ima vpliv na produkcijo fitaze 
v S. rimosus e24 in e29. Optimalni koncentraciji sojine moke sta 20 in 30 g/L. Pri 
koncentraciji sojine moke 10, 40 in 50 g/L in različnih koncentracijah koruznega škroba je 
biosinteza fitaze po 5 dneh nižja kot v osnovnem (nespremenjenem) produkcijskem gojišču. 
 
-Izmed vseh testiranih gojišč z različnimi koncentracijami sojine moke in škroba, smo 
najvišje produkcijo fitaze po 5 dneh izmerili v gojiščih S20Š30 (6,99 ± 0,42 U/mL), S20Š50 
(6,84 ± 0,69 U/mL) in S20Š60 (5,27 ± 0,28 U/mL). Po 7 dneh pa je bil donos heterologne 
fitaze najvišji v gojiščih S30Š30 (7,63 ± 1,45 U/mL), S30Š50 (6,71 ± 0,32 U/mL) in S40Š20 
(7,37 ± 1,08 U/mL). Za nadaljnjo optimizacijo smo izbrali gojišče S20Š30, s 5 dnevim 
bioprocesom. 
 
-Optimalno razmerje med celotnim ogljikom in dušikom (C/N) za produkcijo heterologne 
fitaze s 5 dnevno kultivacijo znaša med 3,2 in 5,9. Za 7 dnevni bioproces je optimalna 
količina ogljika v primerjavi z dušikom 1,6 do 3,6-krat višja. 
 
-Glukoza, glicerol, manitol in saharoza nimajo pozitivnega vpliva na produkcijo fitaze v S. 
rimosus e24. Laktoza v koncentraciji 25 g/L in dekstrin v koncentraciji 3 g/L zvišata 
produkcijo fitaze v S. rimosus. 
 
-Kvasni ekstrakt, sojin pepton in CSL nimajo pozitivnega vpliva na produkcijo fitaze v S. 
rimosus e24. Sečnina (0,5 g/L), amonijev sulfat (3 g/L), kvas (1 g/L) in kazein (15 g/L) 
dvignejo donos fitaze v S. rimosus. 
 
-Dodatek sojinega in ribjega olja nima pozitivnega vpliva na produkcijo fitaze v S. rimosus 
e24. 
 
-Dodatek fosfata v produkcijskem gojišču ima negativen vpliv na produkcijo fitaze S. 
rimosus e24. Določili smo, da bi morali koncentracijo CaCO3  dvigniti (iz 7,3 na 9 g/L) in 
koncentracijo NaCl znižati (iz 1,5 na 1 g/L) za doseganje višjega donosa fitaze v S. rimosus. 
 
-Dodatek železa (30 mg/L) pozitivno vpliva na produkcijo fitaze v S. rimosus e24. 
Produkcijsko gojišče vsebuje že optimalno koncentracijo cinka (100 mg/L) za heterologno 
produkcijo fitaze, koncentracijo mangana pa bi bilo potrebno dvigniti (iz 37,5 na 50 mg/L). 
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7 POVZETEK 
 
S. rimosus je potencialni organizem za heterologno produkcijo proteinov, saj ima sposobnost 
izločanja proteinov v gojišče, status GRAS, razvita so genetska orodja za manipulacijo ter 
zmožnost produkcije visoke količine biomase in produkta tekom bioprocesa (Magdevska, 
2001, Anne in sod., 2012). S. rimosus je dobro preučen mikroorganizem predvsem zaradi 
produkcije oksitetraciklina (Petković in sod., 2006), čemur je prilagojena tudi sestava 
produkcijskega gojišča.  
 
V okviru magistrske naloge smo želeli optimizirati gojišče za heterologno produkcijo fitaze, 
tako da smo izhajali iz formulacije gojišča za produkcijo antibiotika. Pripravili smo več 
različnih gojišč, z različnimi koncentracijami sojine moke ter koruznega škroba, ter 
različnimi dodatki vira ogljika, dušika, mikroelementov ter makroelementov. Produkcijo 
fitaze smo merili z encimskim testom, kjer smo pridobili informacijo o fitazni aktivnosti.  
 
V prvem sklopu smo preverjali vpliv različnih koncentracij sojine moke in škroba na 
produkcijo fitaze s sevoma e24 in e29. Zaradi višjih donosov heterologne fitaze smo za 
nadaljnjo optimizacijo izbrali sev e24. Izmed vseh testiranih kombinacij različnih 
koncentracij sojine moke in škroba smo izmerili najvišje fitazne aktivnosti v gojiščih s 
koncentracijo sojine moke 20 in 30 g/L.V gojiščih s koncentracijo sojine moke 10, 40 in 50 
g/l ter različnimi koncentracijami škroba ni prišlo do zvišanja produkcije fitaze v primerjavi 
z osnovnim gojiščem. V naslednjem sklopu smo nato testirali vpliv različnih dodatnih virov 
ogljika. Glukoza, glicerol, manitol in saharoza niso vplivali na dvig donosa, laktoza (25 g/L) 
in dekstirn (3 g/L) pa imata pozitiven vpliv na produkcijo fitaze. Izmed vseh testiranih virov 
dušika smo ob dodatku sečnine (0,5 g/L),  amonijevega sulfata (3 g/L), kvasa (1 g/L) in 
kazeina (30 g/L) dvignili biosintezo fitaze glede na osnovno (nespremenjeno) produkcijsko 
gojišče. Kvasni ekstrakt, sojin pepton in CSL pa niso primeren dodaten vir dušika za 
heterologno produkcijo fitaze. Dodatek sojinega in ribjega olja ni pozitivno vplival na 
produkcijo fitaze v S. rimosus e24.  V osnovnem produkcijskem gojišču so prisotni 
makroelementi v obliki CaCO3, NaCl in MgCl2. Pridobljeni rezultati tekom magistrske 
naloge so pokazali, da bi višja koncentracija CaCO3 (iz 7,3 na 9 g/L) in nižja koncentracija 
NaCl (iz 1,5 na 1 g/L)  dvigneta donos fitaze. Na podlagi naših rezultatov za MgCl2 ne 
moremo določiti optimalne koncentracije. Kot dodaten makroelement smo v gojišča dodali 
KH2PO4, vendar je negativno vplival na produkcijo fitaze v S. rimosus e24. V osnovnem 
produkcijskem gojišču sta prisotna mikrolementa cink in mangan. Rezultati naših analiz 
potrjujejo, da je v gojišču že optimalna koncentracija cinka (100 mg/L), koncentracijo 
mangana pa je potrebno povišati (iz 37,5 na 50 mg/L) za višjo produkcijo fitaze. Kot dodaten 
mikroelement smo testirali še železo (30 mg/L), ki je imel pozitiven vpliv na produkcijo 
fitaze.  
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V okviru magistrske naloge smo določili optimalna razmerja med sojino moko in koruznim 
škrobom za produkcijo fitaze v S. rimosus e24 s 5 ali 7 dnevnim bioprocesom. Določili smo 
tudi optimalne koncentracije dodanih virov ogljika, dušika, mikroelementov ter 
makroelementov, ki pozitivno vplivajo na produkcijo fitaze v S. rimosus e24. Samo gojišče 
se tako razlikuje od gojišča, za produkcijo oksitetraciklina. Potrebne pa bodo še nadaljnje 
študije, ki bodo pokazale medsebojen vpliv dodatkov in koncentracij določenih v tej 
magistrski nalogi.  
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PRILOGA A 
 
Prednosti in slabosti najpogosteje uporabljenih sistemov za izražanje heterolognih 
proteinov (prirejeno po Demain in Vaishnav, 2009; Jevnikar, 2007) 
 
Sistem za 
izražanje 
Prednost Slabost 
Escherichia 
coli 
Visoki donosi 
Cenena gojišča 
Kratek generacijski čas 
Dostopna orodja za gensko manipulacijo 
Enostavno povečanje obsega 
Uveljavljenost 
Težavno izražanje proteinov z disulfidno 
vezjo 
Izražanje le proteinov z nizko molekulsko 
maso 
Ni posttranslacijskih modifikacij 
Težavo izločanje v gojišče 
Prisotnost endotoksinov (LPS) 
Nastanek inkluzijskih telesc 
Razlika v rabi kodonov 
 
Bacillus sp. Izločanje proteinov v gojišče 
proteinov 
Enostavna manipulacija 
Hitra rast bakterij 
Razvita genska orodja za manipulacijo 
Kratek generacijski čas 
Status GRAS  
Visoka proteinazna aktivnost 
Ni posttranslacijskih modifikacij 
Pomanjkanje primernih ekspresijskih 
vektorjev 
Nepravilno zvijanje proteinov 
Nestabilnost plazmidov 
Kvasovke Izločanje proteinov v gojišče 
Visoki donosi 
Nizki stroški produkcije 
Kratek generacijski čas 
Rast do visok celične gostote 
Izražanje S-S proteinov 
Posttranslacijske modifikacije 
Zvijanje proteinov 
Nepravilna in previsoka glikozilacija 
Izražanje proteinov z nizko molekulsko 
maso 
 
Nitaste glive Posttranslacijske modifikacije 
Poceni rastno gojišče 
Stabilna transformacija 
Status GRAS 
Nizki donosi 
Visoka proteinazna aktivnost 
Slabo poznana genetika in fiziologija 
 
Celice insektov Visoka raven ekspresije 
Odsotnost virusov  
Enostavno in ceneno gojenje 
Posttranslacijske modifikacije 
Velikost proteina ni omejitev 
Neprimeren glikozilacijski profil 
Neučinkovito izločanje 
Nepravilno zvijanje proteinov 
Nizki donosi 
Rastlinske 
kulture  
Cenena sintezna gojišča 
Kompleksne posttranslacijske 
modifikacije 
Funkcionlani glikoproteini 
Močni konstitutivni virusni promotorji 
Nizka biomasa 
Dolg generacijski čas 
Dodajanje rastlinskih hormonov 
Težavna transformacija 
Visoki stroški pri razbijanju celične stene 
  se nadaljuje 
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Sistem za 
izražanje 
Prednost Slabost 
Transgene 
rastline 
Nizki stroški gojenja rastlin na njivi 
Tkivno specifični promotorji ali različna 
signalna zaporedja 
Ni optimalnih pogojev 
Nekonstantni odnosi 
Neponovljiva kakovost produkta 
Nizka imunogenost produktov 
Sesalske 
celične linije 
Izločanje proteinov v gojišče 
Primerne za kompleksne molekule 
Posttranslacijske modifikacije 
Varnost in učinkovitost 
 
 
Nizki donosi 
Drag bioproces 
Dolg generacijski čas 
Občutljivost na mehanski stres 
Kompleksno in drago gojišče 
Kontaminacija z virusi 
Transgene 
živali 
Ceneno vzdrževanje 
Tkivno specifično izražanje 
rekombinantnih produktov 
Uporaba klasičnih rejskih metod 
Etičnost 
Nepredvidljivost izražanje 
Zahtevna konstrukcija ekspresijkih 
vektorjev 
Visoki stroški za pripravo ekspresijskega 
sistema 
Potencialen prenos patogenov 
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PRILOGA B 
 
Fitazna aktivnost sevov e24 in e29 pri koncentraciji sojine moke 10 in 20 g/L in 
koncentracijami škroba 20, 30, 40 g/L, ter z ali brez dodatka glukoze 20 g/L po 5 dneh 
kultivacije 
  
e24 
  
  
e29 
  
  
Vrsta gojišča Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
S10Š20 0,533 0,197 37,0% 0,922 0,215 23,3% 
S10Š20 glu 20 1,025 0,084 8,2% 0,900 0,056 6,2% 
S10Š30 0,988 0,242 24,5% 0,241 0,125 51,9% 
S10Š30 glu 20 1,535 0,435 28,4% 0,142 0,039 27,3% 
S10Š40 0,487 0,076 15,7% 0,000 0,000 0,0% 
S10Š40 glu 20 0,645 0,175 27,1% 0,000 0,000 0,0% 
S20Š20 2,785 0,123 4,4% 2,655 0,882 33,2% 
S20Š20 glu 20 2,871 0,741 25,8% 1,451 0,090 6,2% 
S20Š30 2,015 0,410 20,4% 2,071 0,793 38,3% 
S20Š30 glu 20 1,879 0,421 22,4% 1,202 0,164 13,6% 
S20Š40 4,240 0,416 9,8% 2,127 0,805 37,9% 
S20Š40 glu 20 2,382 0,370 15,5% 0,529 0,056 10,6% 
osnovno 3,057 0,507 16,6% 2,291 0,113 5,0% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje treh paralelk 
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PRILOGA C 
 
 
Fitazna aktivnost sevov e24 in e29 pri koncentraciji sojine moke 20 g/L in koncentracijami 
škroba 20, 30, 40 g/L, ter z ali brez dodatka glukoze 20 g/L po 5 in 7 dneh kultivacije 
   
5 dni  7 dni   
Vrsta 
gojišča 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficien
t variacije 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficien
t variacije 
e24 S20Š20 5,549 0,811 14,6% 1,761 0,157 8,9% 
S20Š20 
glu20 
2,509 0,491 19,6% 2,775 0,101 3,6% 
S20Š30 4,091 0,840 20,5% 3,720 0,354 9,5% 
S20Š30 
glu20 
0,761 0,127 16,7% 2,265 0,307 13,6% 
S20Š40 3,976 0,507 12,7% 3,209 0,163 5,1% 
S20Š40 
glu20 
0,501 0,182 36,3% 1,424 0,451 31,7% 
osnovno 2,029 0,657 32,4% 3,912 1,172 30,0% 
e29 S20Š20 2,247 0,547 24,3% 3,217 0,611 19,0% 
S20Š20 
glu20 
1,033 0,317 30,7% 0,547 0,175 32,1% 
S20Š30 1,252 0,327 26,1% 3,173 0,626 19,7% 
S20Š30 
glu20 
1,321 0,110 8,3% 0,315 0,146 46,4% 
S20Š40 2,318 0,230 9,9% 1,967 0,6858 34,9% 
S20Š40 
glu20 
0,871 0,150 17,2% 0,4718 0,0445 9,4% 
osnovno 1,658 0,296 17,8% 0,343 0,010 2,9% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje treh paralelk 
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PRILOGA D 
 
Fitazna aktivnost sevov e24 in e29 pri koncentraciji sojine moke 40 g/L in koncentracijami 
škroba 20, 30, 40 g/L, ter z ali brez dodatka glukoze 20 g/L po 5 in 7 dneh kultivacije 
 
    5 dni    7 dni    
  Vrsta gojišča Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
e24 S40Š20 2,798 0,056 2,0% 2,158 0,242 11,2% 
  S40Š20 glu20 1,659 0,481 29,0% 2,620 0,644 24,6% 
  S40Š30 2,851 0,472 16,5% 1,895 0,510 26,9% 
  S40Š30 glu20 1,136 0,343 30,2% 2,871 0,247 8,6% 
  S40Š40 2,515 0,316 12,6% 1,002 0,091 9,0% 
  S40Š40 glu20 1,520 0,342 22,5% 1,505 0,458 30,4% 
  osnovno 3,372 1,354 40,1% 4,657 2,154 52,7% 
e29  S40Š20 2,645 0,491 18,6% 3,425 0,342 10,0% 
  S40Š20 glu20 1,468 0,113 7,7% 0,863 0,234 27,1% 
  S40Š30 2,663 0,232 8,7% 2,789 0,144 5,1% 
  S40Š30 glu20 1,774 0,350 19,7% 1,338 0,421 31,5% 
  S40Š40 2,254 0,668 29,6% 2,593 0,073 2,8% 
  S40Š40 glu20 1,226 0,287 23,4% 1,193 0,209 17,5% 
  osnovno 4,029 0,779 19,3% 4,871 0,121 2,5% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje treh paralelk 
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PRILOGA E 
 
 
Fitazna aktivnost sevov e24 in e29 pri koncentraciji sojine moke 50 g/L in koncentracijami 
škroba 20, 30, 40 g/L, ter z ali brez dodatka glukoze 20 g/L po 3, 5 in 7 dneh kultivacije 
 
    
3 dni 
  
5 dni 
  
7 dni 
  
  
Vrsta 
gojišča 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
e24  S50Š20 1,697 0,055 3,3% 2,295 0,470 20,5% 2,908 0,351 12,1% 
  
S50Š20 
glu 20 
0,803 0,194 24,2% 1,955 0,345 17,6% 1,388 0,712 51,3% 
  S50Š30 1,973 0,208 10,5% 2,731 0,319 11,7% 3,405 0,356 10,4% 
  
S50Š30 
glu 20 
2,261 0,216 9,5% 3,376 0,464 13,7% 2,961 0,129 4,3% 
  S50Š40 2,068 0,294 14,2% 2,836 0,769 27,1% 3,511 0,461 13,1% 
  
S50Š40 
glu 20 
0,816 0,079 9,7% 1,859 0,438 23,6% 1,239 0,089 7,1% 
  osnovno 2,581 0,257 9,9% 3,580 0,579 16,2% 7,243 1,020 14,1% 
e29 S50Š20 0,928 0,228 24,6% 0,875 0,201 22,9% 1,158 0,342 29,5% 
  
S50Š20 
glu 20 
0,940 0,131 13,9% 1,540 0,001 0,1% 1,881 0,712 37,8% 
  S50Š30 1,039 0,299 28,7% 1,046 0,206 19,7% 1,268 0,377 29,7% 
  
S50Š30 
glu 20 
0,822 0,166 20,3% 3,351 0,548 16,4% 0,957 0,261 27,3% 
  S50Š40 0,990 0,178 18,0% 1,605 0,171 10,7% 0,858 0,068 7,9% 
  
S50Š40 
glu 20 
0,456 0,002 0,5% 0,302 0,110 36,3% 0,484 0,296 61,2% 
  osnovno 1,212 0,181 14,9% 1,189 0,029 2,4% 1,407 0,285 20,2% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje treh paralelk 
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PRILOGA F 
 
Rezultati optimizacije encimske aktivnosti rekombinantne fitaze seva e24 pri različnih 
koncentracijah sojine moke in škroba po 5 in 7 dneh kultivacije 
 
  5 dni  7 dni  
Vrsta gojišča Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
[U/mL] 
Koeficient 
variacije 
S20Š20 4,216 0,497 11,8% 0,3734 0,064 17,1% 
S20Š30 6,985 0,418 6,0% 0,2676 0,061 22,7% 
S20Š40 5,136 0,393 7,7% 0,9782 0,032 3,2% 
S20Š50 6,842 0,688 10,1% 0,8994 0,269 29,9% 
S20Š60 5,269 0,284 5,4% 0,4718 0,065 13,8% 
S30Š20 4,300 2,033 47,3% 2,415 3,678 152,3% 
S30Š30 2,521 0,230 9,1% 7,634 1,445 18,9% 
S30Š40 1,690 0,382 22,6% 1,804 0,014 0,8% 
S30Š50 2,204 0,512 23,2% 6,712 0,323 4,8% 
S30Š60 3,787 3,291 86,9% 2,8079 0,8338 29,7% 
S40Š20 2,998 0,096 3,2% 7,367 1,075 14,6% 
S40Š30 2,616 0,142 5,4% 1,083 0,337 31,1% 
S40Š40 2,363 0,364 15,4% 2,241 0,277 19,8% 
S40Š50 1,736 0,351 20,2% 1,340 0,448 33,4% 
S40Š60 2,104 0,408 19,4% 1,762 0,442 25,1% 
S50Š20 2,464 0,190 7,7% 2,415 0,481 19,9% 
S50Š30 2,159 0,158 7,3% 2,487 0,251 10,1% 
S50Š40 2,148 0,271 12,6% 1,403 0,296 21,1% 
S50Š50 2,116 0,400 18,9% 2,037 0,186 9,2% 
S50Š60 1,884 0,145 7,7% 1,364 0,213 15,6% 
osnovno 3,111 0,324 10,4% 5,2203 0,7065 13,5% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje štirih paralelk 
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PRILOGA G 
 
Fitazna aktivnost seva e24 pri koncentraciji sojine moke 20 g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L, ter različnimi viri ogljika ter sojinim in ribjem oljem po 5 dneh kultivacije 
 
Vrsta gojišča z 
dodatkom [g/L] 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
Koeficient 
variacije 
S20Š30 glukoza 10 1,590 0,272 17,1% 
S20Š30 glukoza 20 1,422 0,171 12,1% 
S20Š30 laktoza 10 4,334 0,408 9,4% 
S20Š30 laktoza 20 4,675 0,731 15,6% 
S20Š30 saharoza 10 3,050 0,179 5,9% 
S20Š30 saharoza 20 2,227 0,390 17,5% 
S20Š30 glicerol 10 1,028 0,027 2,6% 
S20Š30 glicerol 20 0,894 0,112 12,5% 
S20Š30 manitol 10 2,409 0,344 14,3% 
S20Š30 manitol 20 1,871 0,344 18,4% 
S20Š30 dekstrin 5 4,855 1,264 26,0% 
S20Š30 dekstrin 10 3,224 1,230 38,1% 
S20Š30 dekstrin 20 2,853 0,573 20,1% 
S20Š30 2,627 0,554 21,1% 
osnovno 2,506 0,594 23,7% 
S20Š30 sojino olje 10 1,953 0,203 10,4% 
S20Š30 sojino olje 20 1,933 0,040 2,1% 
S20Š30 ribje olje 10 1,977 0,201 10,1% 
S20Š30 ribje olje 20 2,245 0,110 4,9% 
S20Š30 2,627 0,554 21,1% 
osnovno 2,506 0,594 23,7% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje dveh paralelk 
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PRILOGA H 
 
 
Fitazna aktivnost seva e24 pri koncentraciji sojine moke 20 g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L ter različnimi viri dušika po 5 dneh kultivacije 
 
Vrsta gojišča z dodatkom [g/L] Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
Koeficient 
variacije 
S20Š30 sečnina 0,5 6,252 1,575 25,2% 
S20Š30 sečnina 1 4,686 0,511 10,9% 
S20Š30 sečnina 2 4,948 0,684 13,8% 
S20Š30 amonijev sulfat 1 3,846 0,856 22,3% 
S20Š30 amonijev sulfat 3 6,214 0,644 10,4% 
S20Š30 amonijev sulfat 6 3,893 0,683 17,5% 
S20Š30 kvas 5 4,000 0,386 9,7% 
S20Š30 kvas 10 0,000 0,000 0,0% 
S20Š30 kvas 20 0,000 0,000 0,0% 
S20Š30 kvasni ekstrakt 5 3,061 0,319 10,4% 
S20Š30 kvasni ekstrakt 10 3,770 0,523 13,9% 
S20Š30 kvasni ekstrakt 20 4,225 0,070 1,7% 
S20Š30 sojin pepton 5 2,272 0,274 12,1% 
S20Š30 sojin pepton 10 2,624 0,589 22,5% 
S20Š30 sojin pepton 20 3,274 0,175 5,4% 
S20Š30 kazein 5 2,727 0,219 8,0% 
S20Š30 kazein 10 3,285 0,091 2,8% 
S20Š30 kazein 20 4,198 0,825 19,7% 
S20Š30 CSL 5 2,503 0,018 0,7% 
S20Š30 CSL 10 2,961 0,254 8,6% 
S20Š30 CSL 20 2,549 0,521 20,4% 
S20Š30 2,627 0,554 21,1% 
osnovno 2,506 0,594 23,7% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje dveh paralelk 
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PRILOGA I 
 
Fitazna aktivnost seva e24 pri koncentraciji sojine moke 20 g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L ter različnimi viri ogljika in dušika po 5 dneh kultivacije 
 
Vrsta gojišča z dodatkom [g/L] Povprečna fitazna 
aktivnosta  [U/mL] 
Standardna 
deviacija 
Koeficient 
variacije 
S20Š30 saharoza 1 3,065 0,915 29,8% 
S20Š30 saharoza 3 2,301 0,556 24,2% 
S20Š30 saharoza 5 2,437 0,398 16,3% 
S20Š30 saharoza 7 3,155 0,339 10,8% 
S20Š30 saharoza 10 2,564 0,230 9,0% 
S20Š30 laktoza 10 2,398 0,344 14,4% 
S20Š30 laktoza 15 3,386 0,180 5,3% 
S20Š30 laktoza 20 3,366 0,052 1,5% 
S20Š30 laktoza 25 4,426 0,660 14,9% 
S20Š30 laktoza 30 3,475 0,577 16,6% 
S20Š30 dekstrin 1 3,160 0,635 20,1% 
S20Š30 dekstrin 3 4,448 0,733 16,5% 
S20Š30 dekstrin 5 3,361 0,365 10,8% 
S20Š30 kvas 1 5,885 1,236 21,0% 
S20Š30 kvas 3 5,505 0,830 15,1% 
S20Š30 kvas 5 2,971 0,386 13,0% 
S20Š30 kvas 7 1,515 0,399 26,3% 
S20Š30 kvas 10 0,010 0,000 0,0% 
S20Š30 kvasni ekstrakt 10 2,618 0,246 9,4% 
S20Š30 kvasni ekstrakt 15 2,989 0,247 8,2% 
S20Š30 kvasni ekstrakt 20 3,277 0,237 7,2% 
S20Š30 kvasni ekstrakt 25 3,224 0,244 7,6% 
S20Š30 kvasni ekstrakt 30 3,571 0,549 15,4% 
S20Š30 kazein 10 3,759 0,401 10,7% 
S20Š30 kazein 15 4,103 0,295 7,2% 
S20Š30 kazein 20 3,995 0,704 17,6% 
S20Š30 kazein 25 4,066 0,247 6,1% 
S20Š30 kazein 30 4,204 0,536 12,7% 
S20Š30 sojin pepton 10 2,258 0,370 16,4% 
S20Š30 sojin pepton 15 2,625 0,260 9,9% 
S20Š30 sojin pepton 20 2,308 0,402 17,4% 
S20Š30 sojin pepton 25 1,839 0,457 24,9% 
S20Š30 sojin pepton 30 2,950 0,347 11,8% 
S20Š30 3,517 0,589 16,8% 
osnovno 3,331 0,683 20,5% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje treh paralelk 
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PRILOGA J 
 
Fitazna aktivnost seva e24 pri koncentraciji sojine moke 20 g/L in koncentracijo škroba 30 
g/L, ter različnimi konecntracijami solmi in mikroelementov po 5 dneh kultivacije 
 
Vrsta gojišča z 
dodatkom [g/L] 
Povprečna fitazna 
aktivnosta [U/mL] 
Standardna 
deviacija 
Koeficient 
variacije 
S20Š30 CaCO31 2,942 1,039 35,3% 
S20Š30 CaCO32 3,446 0,362 10,5% 
S20Š30 CaCO34 3,459 0,414 12,0% 
S20Š30 CaCO39 4,040 0,649 16,1% 
S20Š30 NaCl 0,5 5,348 0,297 5,6% 
S20Š30 NaCl 1 5,234 0,095 1,8% 
S20Š30 NaCl 3 4,300 0,387 9,0% 
S20Š30 NaCl 5 3,833 1,021 26,6% 
S20Š30 KH2PO40,5 0,000 0,000 0,0% 
S20Š30 KH2PO41 0,096 0,001 0,8% 
S20Š30 KH2PO42 0,302 0,019 6,3% 
S20Š30 KH2PO43 1,136 0,082 7,2% 
S20Š30 KH2PO44 2,082 0,123 5,9% 
S20Š30 MgCl20,5 2,486 0,973 39,1% 
S20Š30 MgCl21 4,416 0,206 4,7% 
S20Š30 MgCl22,5 4,495 0,534 11,9% 
S20Š30 MgCl23 4,064 0,594 14,6% 
S20Š30 MgCl24 5,140 0,644 12,5% 
S20Š30 Zn 20 1,330 0,091 6,8% 
S20Š30 Zn 50 1,666 0,267 16,0% 
S20Š30 Zn 100 2,290 0,225 9,8% 
S20Š30 Zn 150 2,184 0,273 12,5% 
S20Š30 Zn 200 1,598 0,104 6,5% 
S20Š30 Mn 15 2,189 0,328 15,0% 
S20Š30 Mn 30 2,415 0,018 0,8% 
S20Š30 Mn 50 3,181 0,663 20,8% 
S20Š30 Mn 60 2,417 0,337 14,0% 
S20Š30 Mn 90 2,385 0,488 20,5% 
S20Š30 Fe 5 2,988 0,213 7,1% 
S20Š30 Fe 15 2,763 0,164 5,9% 
S20Š30 Fe 30 3,376 0,452 13,4% 
S20Š30 Fe 50 3,108 0,055 1,8% 
S20Š30 Fe 70 2,567 0,068 2,6% 
S20Š30 2,523 1,180 46,8% 
osnovno 3,759 0,081 2,20% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje treh paralelk 
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PRILOGA K 
 
Ponovitev analize vpliva soli na fitazno aktivnost v gojišču s koncentracijo sojine moke 20 
g/L in koncentracijo škroba 30 g/L 
 
Vrsta gojišča z 
dodatkom [g/L] 
Povprečna 
fitazna 
aktivnosta 
[U/mL] 
Standardna 
deviacija 
Koeficient 
variacije 
S20Š30 MgCl2 2 2,527 0,070 1,2% 
S20Š30 MgCl2 3 2,732 0,099 3,5% 
S20Š30 MgCl2 5 2,604 0,276 10,0% 
S20Š30 MgCl2 7 2,915 0,551 23,0% 
S20Š30 MgCl2 10 3,086 0,361 13,3% 
S20Š30 CaCO3 4 3,777 0,357 9,5% 
S20Š30 CaCO3 7 3,305 0,258 7,8% 
S20Š30 CaCO3 9 4,460 0,744 16,7% 
S20Š30 CaCO3 12 4,300 0,488 11,7% 
S20Š30 CaCO3 15 3,585 0,220 6,4% 
S20Š30 NaCl 0,2 4,478 0,579 13,8% 
S20Š30 NaCl 0,3 5,309 0,450 9,2% 
S20Š30 NaCl 0,5 4,352 0,756 21,2% 
S20Š30 NaCl 1 5,608 0,385 6,7% 
S20Š30 3,517 0,589 16,8% 
osnovno 3,331 0,683 20,5% 
avrednosti povprečne fitazne aktivnosti predstavljajo povprečje treh paralelk 
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PRILOGA L 
 
Izračun razmerij med količinami ogljika, dušika, proteini, sojino moko in koruznim 
škrobom za vsa testirana gojišča 
 
Vrsta 
gojišča z 
dodatkom 
[g/L] 
Fitazna 
aktivnost 
po 5 dneh  
[U/mL] 
Fitazna 
aktivnost 
po 7 dneh 
[U/mL] 
Celokupni 
ogljik [g/L] 
Celokupni 
dušik [g/L] 
Količina 
proteinov 
[g/L] 
Razmerje 
med 
celokupnim 
C/N 
Razmerje 
med 
škrobom/ 
proteini 
Razmerje 
med 
celokupnim 
C/proteini 
Razmerje 
soja/škrob 
osnovno 3,11 5,22 40,6 22,3 21 1,8 1,3 1,9 1,5 
S20Š20 4,22 0,37 26 11,3 10 2,3 2 2,6 1 
S20Š30 6,99 0,27 36 11,3 10 3,2 3 3,6 0,7 
S20Š40 5,14 0,98 46 11,3 10 4,1 4 4,6 0,5 
S20Š50 6,84 0,90 56 11,3 10 5,0 5 5,6 0,4 
S20Š60 5,27 0,47 66 11,3 10 5,9 6 6,6 0,3 
S30Š20 4,30 4,93 29 16,3 15 1,8 1,3 1,9 1,5 
S30Š30 2,52 7,63 39 16,3 15 2,4 2 2,6 1 
S30Š40 1,69 1,80 49 16,3 15 3,0 2,7 3,3 0,8 
S30Š50 2,20 6,71 59 16,3 15 3,6 3,3 3,9 0,6 
S30Š60 3,79 2,81 69 16,3 15 4,2 4 4,6 0,5 
S40Š20 3,00 7,37 32 21,3 20 1,5 1 1,6 2 
S40Š30 2,62 1,08 42 21,3 20 2,0 1,5 2,1 1,3 
S40Š40 2,36 2,24 52 21,3 20 2,4 2 2,6 1 
S40Š50 1,74 1,34 62 21,3 20 2,9 2,5 3,1 0,8 
S40Š60 2,10 1,76 72 21,3 20 3,4 3 3,6 0,7 
S50Š20 2,46 2,42 35 26,3 25 1,3 0,8 1,4 2,5 
S50Š30 2,16 2,49 45 26,3 25 1,7 1,2 1,8 1,7 
S50Š40 2,15 1,40 55 26,3 25 2,1 1,6 2,2 1,3 
S50Š50 2,12 2,04 65 26,3 25 2,5 2 2,6 1 
S50Š60 1,88 1,36 75 26,3 25 2,9 2,4 3 0,8 
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PRILOGA M 
 
 
Prikaz fitazne aktivnosti in razmerij med celokupnim ogljikom in dušikom po 5 dneh 
kultivacije 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0,0
1,0
2,0
3,0
4,0
5,0
6,0
7,0
8,0
F
it
a
z
n
a
 a
k
ti
v
n
o
s
t 
[U
/m
L
]/
 r
a
z
m
e
rj
e
 m
e
d
 
c
e
lo
k
u
p
n
im
 C
/N
Sestava gojišča
Fitazna aktivnost
Razmerje med celokupnim C/N
Slemc L. Optimizacija biosinteze rekombinantne fitaze v bakteriji Streptomyces rimosus.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  
   
 
 
 
PRILOGA N 
 
Prikaz fitazne aktivnosti in razmerij med celokupnim ogljikom in dušikom po 7 dneh 
kultivacije 
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PRILOGA O 
 
Izračun razmerij med količinami ogljika, dušika, proteini, sojino moko in koruznim 
škrobom za vsa testirana gojišča z optimalnimi koncentracijami dodatnega vira ogljika in 
dušika 
 
 
Vrsta gojišča z 
dodatkom 
Osnovno 
gojišče 
S20Š30 S20Š30 
in 
laktoza 
(25)  
S20Š30 
in 
dekstrin 
(3)  
S20Š30 
in 
sečnina 
(0,5) 
S20Š30 
in  
amonijev 
sulfat (3) 
S20Š30 
in kvas 
(1) 
 S20Š30 
in kazein 
(15) 
fitazna aktivnost 2,5 2,6 4,4 4,5 6,3 6,2 5,9 4,1 
sojina moka 42 20 20 20 20 20 20 20 
totalni ogljik 40,6 36 61 39 36 36 36 36 
škrob 28 30 30 30 30 30 30 30 
totalni dušik 22,3 11,3 11,3 11,3 11,8 11,9 12,3 26,3 
proteini 21 10 10 10 10 10 10 10 
razmerje med totalnim 
C/N 1,8 3,2 5,4 3,5 3,1 3,0 2,9 1,4 
razmerje med 
škrobom/proteini 1,3 3 3 3 3 3 3 3 
razmerje med totalnim 
C/proteini 1,9 3,6 6,1 3,9 3,6 3,6 3,6 3,6 
razmerje soja/škrob 1,5 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
